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ОПРЕДЕЛЕНИЯ
В данной диссертации использовались следующие соответствующие термины определения: 

Метаболизм – химические реакции, поддерживающие жизнь в живом организме.
Метаболиты – продукты метаболизма каких-либо соединений.
Абиотический стресс – совокупность неспецифических адаптационных реакций растительного организма на негативное воздействие неживых факторов, нарушающих его гомеостаз. 
Стрессор – неблагоприятный фактор, вызывающий стрес. 
Экстракт – концентрированное извлечение из вещества.
Химическая фракция – количество, полученное из партии вещества в процессе фракционирования. Группа химических веществ, имеющих одинаковые точки кипения.
Экспериментальная модель – воспроизведение патологичесого состояния у животных в экспериментальных условиях.
Острая токсичность – токсичность, вызываемая лекарственным препаратом при введении одной или нескольких доз в срок, не превышающий 24 часа.
Хроническая токсичность – совокупность функциональных и/или морфологических нарушений органов и систем подопытного животного после повторного введения.
Гипотериоз – эндокринологическое заболевание, проявляющееся недостаточностью выработки гормонов щитовидной железы.
Антиаритмическая активность – воздействие на организм, способное нейтрализовать такие нарушения сердечного ритма, как экстрасистолия, мерцательная аритмия, пароксизмальная тахикардия, фибрилляция желудочков.
Антигипертензивная активность - воздействие на организм, способное снижать повышенное системное артериальное давление.
ЗНАКИ И СОКРАЩЕНИЯ
БАВ – бологически активные вещества
WBC − white blood cells − белые кровяные тельца, лейкоциты, абсолютное содержание

RBC − red blood cells − красные кровяные тельца, абсолютное содержание эритроцитов 

HGB − Hb, hemoglobin – концентрация гемоглобина в цельной крови 

HCT – hematocrit − гематокрит 

PLT − platelets, кровяные пластинки, абсолютное содержание тромбоцитов

MCV − средний объём эритроцита

MCH − среднее содержание гемоглобина в отдельном эритроците

MCHC − средняя концентрация гемоглобина в эритроцитарной массе

MPV − mean platelet volume, средний объём тромбоцитов 

PDW − относительная ширина распределения тромбоцитов по объёму, показатель гетерогенности тромбоцитов

PCT − platelet crit, тромбокрит 

LYM − lymphocyte, содержание лимфоцитов

NEUT – neutrophils, содержание нейтрофилов

MON − monocyte, содержание моноцитов 

ЭO – содержание эозинофилов

BA – содержание базофилов

ЭRS − экстракт Rhodiola semenovii
KI − калия йодид

MCV − средний объём эритроцитов
MCH − среднее содержание гемоглобина в эритроците
MCHC − средняя концентрация гемоглобина в эритроците
RDW − Red cell Distribution Width − ширина распределения эритроцитов

RDW-SD − относительная ширина распределения эритроцитов по объёму, стандартное отклонение
RDW-CV − относительная ширина распределения эритроцитов по объёму, коэффициент вариации
ЛПВП − липопротеины высокой плотности

ЛПНП − липопротеины низкой плотности       
ВВЕДЕНИЕ

Актуальность работы. Применение целебного потенциала растений известно человечеству с давних времен. В последнее время вырос ассортимент биологически активных веществ на основе растений, используемых в медицинской практике, пищевой промышленности, сельском хозяйстве. 
Высшие растения являются уникальным источником соединений, используемых в фармацевтической промышленности как в чистом виде, так и после различной химической трансформации [1]. 
Биологические активные добавки относятся к классу естественных компонентов микронутриентов, обладающих выраженным физиологическим и оздоровительным влиянием на организм и его основные регуляторные и метаболические процессы [2,3]. 
Терапевтические свойства лекарственных растений связаны с наличием большого количества разнообразных биоактивных веществ таких как гликозиды, флавоноиды, витамины и др., которые синтезируются в тканях растений в качестве вторичных метаболитов, обладают антиоксидантной активностью и модулируют гормональный баланс. Структурное многообразие и широкий спектр биологической активности вторичных метаболитов делает их незаменимой основой многих фармацевтических препаратов [1, с.230].
Фитохимический состав растений может варьировать в зависимости от типа органа и стадии развития, а также при изменении таких условий окружающей среды, как солнечная инсоляция, температура воздуха, плодородие, влажность и засоленность почвы. 
Вторичные метаболиты синтезируются в ответ на стрессы окружающей среды как элемент защитных механизмов растений, который способствует их выживанию и адаптации в течение всей жизни [4]. К преобладающим абиотическим стрессорам относятся засуха, низкая и высокая температура, соленость и закисление почв, интенсивный свет, дефицит воздуха и недостаток питательных веществ [5]. Помимо природно-климатических, на химический состав растений оказывают влияние и антропогенные факторы [6,7]. 
Растения семейства толстянковых (Crassulaceae) являются устойчивыми ко многим экстремальным факторам среды суккулентами, что делает их особенно важными в современном быстро меняющемся климате. Жизненные циклы этих видов обусловлены значительными перепадами температур в течение дня, интенсивной солнечной радиацией, летними снегопадами и, наоборот, оголением почвы зимой и ее глубоким промерзанием [6-8]. Представители толстянковых являются природными аккумуляторами ценых БАВ. Так, широко известный представитель Crassulaceae Rhodiola rosea L., веками использовался народной медициной как в Европе, так и в Азии как высокоэффективный природный адаптоген и иммунностимулятор [4, с.3, 8], но в настоящее время из-за высокого коммерческого спроса является вымирающим видом и потому внесен в Красные книги многих стран [2, с.314.с.331,5]. В связи с этим требуется полное изучение других представителей этого семейства как с точки зрения их биологической, так и фармакологической активности, а также многочисленных способов адаптации к абиотическим стрессовым факторам.
Pастения Rhodiola semenovii (Regel & Herder) Boriss. также исторически используются в народной медицине Средней Азии как источник адаптогенных, желчегонных, тонизирующих, противовоспалительных, гипогликемических и антиоксидантных свойств [1–9, с.231]. Анализ влияния стрессовых факторов на морфофизиологические параметры и состав биологически активных веществ органов казахстанского растения R. semenovii может позволить выявить как новые теоретические аспекты адаптации растения к неблагоприятным условиям, так и новые альтернативные возможности получения ценных отечественных фитопрепаратов. Кроме влияния на работу щитовидной железы БАВ в растении R. semenovii по данным некоторых авторов [10] обладает антиаритмическими, антигипертензивными свойствами. В наших экспериментах мы также провели такие исследования по определению антиаритмического и антигипертензивного свойства растении R. semenovii.

Объект исследования – Rhodiola semenovii (Regel & Herder) Boriss.
Методы исследования – во время проведения исследовательской работы по теме диссертаций были использованы следующие методы: ботанические, анатомические, физиологические, фитохимические, гистологические, фармакологические, гематологические. 
Цель работы: Изучить влияние стрессовых факторов на фармакологические свойства биологически активных компонентов растения R. semenovii.
Для достижения цели были поставлены следующие задачи: 

1. Изучить химический состав и фитохимическое содержание основных групп биологически активных веществ (БАВ) различных органов R. semenovii в зависимости от фазы вегетации растения in situ; 
2. Изучить влияние стрессовых факторов на морфофизиологические параметры и фитохимическое содержание БАВ различных органов растения R. semenovii. 

3. Провести анализ острой и хронической токсичности химических фракций из растения R. semenovii.
4. Исследовать антигипотиреоидный, антиаритмический и антигипертензивный потенциал экстракта растения R. semenovii.
5. Дать рекомендации по использованию растения R. semenovii для создания отечественного фитопрепарата. 
Теоретико-методологическая база исследования:
Сбор экспериментальных растений был произведен в горах Заилийского Алатау, в районе Большого Алматинского озера. 

Гербарный материал был идентифицирован в Институте ботаники и фитоинтродукции КН МНВО РК. 

Исследования анатомического строения органов растений проводились по общепринятым методикам [11-13] 
Анализ органических соединений проводили методом газовой хроматографии с масс-спектрометрическим детектированием (Agilent 6890N/5973N) и жидкостной хроматографии (Milichrom-A-02 liquid chromatograph “EcoNova” JSC).
Личный вклад автора в научные результаты определение цели и задач диссертационной работы, проведение экспериментов, обработка результатов исследования, статистический анализ полученных данных. Литературный обзор, подготовка тезисов и статей к публикации, изложенние основных результатов в диссертации осуществлялись с участием совместных авторов.

Экспериментальные исследования на токсичность, разработка экспериментальной модели и эксперименты по коррекции экстрактом R. semenovii проводились согласно руководству по принципам проведения исследований на животных, утвержденным Приказом Министра здравоохранения Республики Казахстан от 11 декабря 2020 г. № РК ДСМ-255/2020. Зарегистрировано в Министерстве юстиции Республики Казахстан 15 декабря 2020 года № 21794. Во время эксперимента использовались такие методы как тест «открытое поле», экспериментальная модель гипотиреоза, тесты «адреналиновая аритмия», «формалиновый отек» [14]. 
Параметры фотосинтетической активности оценивали с использованием флуориметра Junior-PAM [15-18]. 
Научная новизна и значимость диссертационной работы. 
Новизна исследований заключается в том, что впервые с применением хроматомасс-спектрометрии изучен метаболический профиль R. semenovii в контексте донорно-акцепторных взаимодействий в динамике вегетации in situ в предгорьях Заилийского Алатау. 
Впервые изучено влияние абиотических стрессовых факторов на морфофизиологические параметры и фитохимический состав растения R. semenovii. 
Впервые на модели мерказолилового гипотериоза оценен антигипотиреоидный, антиаритмический и гипотензивный потенциал экстракта корня растения R. semenovii. 
Теоретическая значимость научно-исследовательской работы. заключается в том, что с достаточно высокой степенью корреляции выявлены некоторые закономерности синтеза и перераспределения метаболитов как в корне, так и в побеге у растений R. semenovii в течение вегетационного периода, на которые влияют донорно-акцепторные взаимодействия, а также показано, что антиоксидантная система в тканях растений является многокомпонентной и включает вторичные метаболиты, имеющие фармацевтическую ценность; функциональное взаимодействие антиоксидантных компонентов обусловлено адаптивными стрессовыми реакциями организма. 
Практическая значимость заключается в том, что выявлена положительная динамика накопления салидрозида в побегах R. semenovii в течение вегетационного периода с максимумом в период созревания семян, что может служить основанием для рекомендации сбора растительного материала в этот период без уничтожения корневой системы растения. Выявлены морфофизиологические показатели, которые могут служить индикаторами адаптивного потенциала R. semenovii в стрессовых условиях. Разработаны рекомендации по коррекции экспериментального субклинического гипотиреоза с помощью экстракта R. semenovii как самостоятельно, в концентрации 2,5мг на 100г массы тела животного, так и в сочетании с калием йодида в концентрациях 2,5мг экстракта + 1 мкг KJ на 100 г массы тела животного.
В целом, полученные результаты могут быть использованы как для понимания механизмов защиты от неблагоприятных условий, так и для подходов к целенаправленному синтезу ценных БАВ.
Основные положения, выносимые на защиту: 

1. Увеличение содержания салидрозида в надземных органах в динамике вегетации с максимальным его значением в период созревания семян позволяет рекомендовать сбор наземной части R. semenovii для фармацевтических целей без повреждения корневой системы.
2. Изменения морфофизиологических реакций и фитохимического состава корней и побегов R. semenovii в условиях действия абиотических стрессов могут служить индикаторами адаптивного потенциала растений и подходом к направленному синтезу вторичных метаболитов, ценных для фармацевтического применения.
3. Экстракт R. semenovii как самостоятельно, так и в сочетании с йодидом калия является безопасным и эффективным средством коррекции и стабилизации гипотиреоидных состояний.
Личный вклад докторанта в подготовку каждой публикации заключался в сборе данных о предмете исследования, сборе растений, выполнении лабораторных исследований на растениях и животных, включая анализ, интерпретацию и оформление полученных результатов, подготовке рукописей публикаций. 

Связь с планом основных научных работ. Диссертационная работа выполнена в рамках проекта АР08855699 «Влияние абиотических стрессовых факторов на морфофизиологические и фитохимические аспекты адаптации и биологическую активность казахстанского растения Rhodiola semenovii Boriss.» МОН РК на 2020-2022 годы. Научный руководитель проекта к.б.н, ассоц. профессор Н.В. Терлецкая. 
Рассмотрение и утверждение результатов работы. Результаты диссертационной работы доложены и опубликованы в сборниках Материалов международных научно-практических конференций: Международной научно-практической конференции «Актуальные проблемы биоразнообразия и биотехнологии», посвященной Году молодежи в Республике Казахстан. Нұр-Сұлтан (20.10.2019); ХVІ міжнародна наукова конференція студентів і аспірантів присвячена 75 річниці створення біологічного факультету та 90 річниці від дня народження М. Деркача (Львів, 27 – 29 квітня 2020); Международной научно-практической конференции «Актуальные проблемы экологии и природопользования», Москва, 22-24 апреля 2021 г. Первой всероссийской школы для молодых ученых по медицинской химии MEDCHEMSCHOOL2021 4-9 июля 2021, Новосибирск, Россия; XI Международного симпозиума «Фенольные соединения: фундаментальные и прикладные аспекты» (Москва, 11-15 апреля 2022г.).
Основные результаты диссертации ежегодно заслушивались на научно-техническом совете факультета «Биология и биотехнология», на заседаниях кафедры «Биоразнообразия и биресурсов» КазНУ им. аль-Фараби и Ученом Совете РГП на ПХВ «Институт генетики и физиологии». Результаты диссертационной работы включены в Отчет о научно-исследовательской работе по проекту АР08855699.
Публикация результатов исследования. Основное содержание диссертации опубликовано в 11 печатных работах, в том числе 4 статьи в международных рецензируемых журналах с импакт-фактором, входящих в базы данных Scopus и Web of Science; 3 статьи в журналах из перечня изданий, рекомендованных Комитетом по обеспечению качества в сфере образования и науки (КОКСОН) Министерства образования и науки Республики Казахстан для публикации основных результатов научной деятельности, 5 тезисов в сборниках Материалов международных и республиканских конференций, из которых 3 зарубежные. 

Структура и объем работы. Диссертация состоит из 116 страниц текста и введения, обзоров литературы, материалов и методов, результатов и обсуждения, заключения, 209 библиографии, 3 приложений, 21 таблиц, 23 рисунков.
1 ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ
1.1 Биологическая характеристика Rhodiola semenovii (Regel&Herder) Boriss
Rhodiola semenovii (Regel&Herder) Boriss – это многолетние дикорастущие травянистые растения семейства толстянковых (Crassulaceae), вегетативно неподвижные стержнекорневые короткокорневищные многолетники [19] высотой до 60 см, соцветие − длинная, густая колосовидная кисть. Цвет лепестков от светло-зеленого до белого [20]. В верхней части растение покрыто чешуйчатыми, треугольными листьями около 5 мм длиной и 4 мм шириной, постепенно переходящими в зеленые стеблевые листья [19, с.145], имеет толстое, ветвистое корневище [21,22], на поперечном срезе которого можно увидеть, что корневище покрыто многорядной перидермой, после которой расположена 2-3 рядная гиподерма. Клетки гиподермы толстостенные, тангентально вытянутые [23]. R. semenovii требователен к влажности почвы, растет на увлажненных, каменистых почвах и по берегам рек, в альпийском поясе на высотах до 3500 м. Встречается в Заилийском и Кунгей Алатау [24]. Самые высокогорные виды Rhodiola, такие как родиола четырехмерная, родиола ярко-красная R. coccinea (Royle) Boriss, не выносят сильной жары летом. Но родиола R. semenovii предпочитает солнечное местоположение. Этот вид Rhodiola предпочитает хорошо дренированную, питательную почву. Размножается семенами и вегетативно – делением корневищ и черенкованием отрастающих побегов весной [23]. Сеянцы требуют достаточного освещения и ровного умеренного полива. Хотя в период роста растения довольно влаголюбивы, после цветения их переувлажнение недопустимо. Цветение наступает на 3-4 год после посева. На одном месте растения R. semenovii способны без пересадки жить долго, но пересадку, если она необходима, переносят легко [22]. 

Динамика развития в онтогенезе подразумевает активацию меристем, рост и изменение анатомической структуры растений, а также регулирование распределения ресурсов между хранением и воспроизведением [25,26]. Характер синтеза в значительной степени отражается на общем содержании метаболитов. Производство метаболитов имеет экологические последствия, которые включают многие защитные и запасающие механизмы. При этом миграция метаболитов в растениях не имеет ничего общего с биомассой тканей и органов [27]. Но в зависимости от наличия углеродных ресурсов растения могут варьировать свои модели роста [28]. Метаболические потребности различных процессов развития и защиты динамически меняются со временем и в соответствии с преобладающими условиями окружающей среды. Динамическое регулирование метаболизма обеспечивает оптимальную целевую доставку «строительных блоков» − к формирующимся и развивающимся органам и тканям. Ассимиляция углерода в растении в координации с ассимиляцией азота, обеспечивает общее производство биомассы, построение углеродных скелетов биомолекул, аминокислотный баланс с соответствующими транспортными процессами от источника, чтобы потопить [29]. Биосинтез вторичных метаболитов тесно связан с первичным обменом веществ как с точки зрения обеспечения субстратами, так и с позиций обеспечения энергией, необходимой для осуществления огромного числа анаболических реакций. Таким образом, в биосинтез и накопление веществ специализированного обмена вовлекается значительная часть ассимилированного в процессах фотосинтеза углерода. Огромный набор переносчиков растительных метаболитов обеспечивает пластичность и адаптируемость [30,31]. Вторичные метаболиты растений и продукты их распада (повторно) являются модуляторами и регуляторами роста растений [32]. Роль вторичных метаболитов во взаимодействия с растением может объяснить взаимосвязь между изменениями потребности растущих растений в течение вегетации и распределением энергии между органами, которая включает сложные метаболические сигналы [33,35]. Интересным и важным является изучение вторичных метаболитов как интегрированных компонентов метаболических сетей, которые динамически формируются в процессе онтогенеза под давлением множества факторов и выходят за пределы нескольких трофических уровней [36]. Выявлено, что синтез вторичных метаболитов, ценных для фармакологии, разнится по органам растения в зависимости от стадии онтогенеза, и растительный материал следует собирать в то время, когда содержание биоактивных веществ достигло наивысшего уровня [37].
1.1.2 Фитохимический состав R. semenovii.
Растения семейства толстянковых (Crassulaceae) являются природными аккумуляторами многих лекарственно-ценных метаболитов. По данным литературы в клетках корневища и корня содержатся фенольные гликозиды, флавоноиды, дубильные вещества, эфирные масла, макро- и микроэлементы, и др [38]. Исследования фитохимиков и фармакологов, показывают, что растения рода Rhodiola и, в частности, R. semenovii, содержат проантоцианидины, кумарины, флавоновые гликозиды, органические кислоты, дубильные вещества пирогалловой и пирокатехиновой групп [39,40]. П.А. Къосевым (2001), были обнаружены алкалоиды, гликозиды, флавоновые вещества, аскорбиновая, яблочная и янтарная кислоты, сахара, воск, рутин и дубильные вещества. Растения семейства Crassulaceae являются аккумуляторами органических кислот, что связано с особенностями их метаболизма как суккулентов [41].
Известно, что в медицине Узбекистана растения из рода Rhodiola, в том числе R. semenovii, используются как адаптогенные, желчегонные, тонизирующие, противовоспалительные,гипертермические, гипогликемические и антиоксидантные средства [42]. Их фитохимические составляющие были выяснены и охарактеризованы в сравнении с хорошо известным адаптогенным видом R. rosea. Несмотря на видовое химическое сходство, у каждого вида были различия в фитохимических составляющих. R. heterodonta содержала фенилэтаноидный гликозид, гетеродонтозид, в дополнение к известным соединениям тирозол, виридозид, салидрозид и родиоцианозид A. R. heterodonta и R. rosea содержали соединения фенилэтаноид, пропаноид, которые не были обнаружены в R. semenovii [43]. 
Адаптогены являются модификаторами реакции на стресс, которые, как считается, оказывают важное влияние на активность цитокинов и иммунный ответ [44]. В исследовании растений R. semenovii, собранных еще в 1939 году в Алма-Атинской области (западный Талгар), методом бумажной хроматографии в корневищах растения обнаружили четыре катехина. В 2015 году, исследуя химический состав растения спектрофотометрическим методом Ордабаева с сотрудниками определили количество салидрозида, который составил 1,6% [45]. Определение салидрозида в экстракте родиолы Семенова изучалось также Рахматуллаевой методом УФ спектрофотометрии [46]. Были установлены структуры двух соединений, ранее выделенных из R. semenovii, – родохинозида (I) и родихима (II) [47]. Структуры проантоцианидинов CS-3 и CS-4, выделенные из корней R. semenovii, были установлены Матамаровой с сотрудниками на основании химических и спектральных исследований [48]. Структуры двух олигомерных проантоцианидинов, выделенных из корней R. semenovii, были определены с использованием химических и спектральных данных. Исследования на животных показали, что эти соединения обладают гипохолестеринемической, гиполипидемической и противовоспалительной активностями [49]. Из корней R. semenovii были выделены пять новых проантоцианидинов. Структуры двух из этих соединений были установлены различными химическими и физическими методами [50].

Известно, что углеводы в растениях являются не только основными субстратами, используемыми в процессах фотосинтеза и дыхания, снабжая растение энергией, но также обеспечивают углеродный скелет для синтеза защитных соединений фенолов и их накопление, включая вторичные метаболиты, такие как флавоноиды, стильбены и лигнины и т.д. Возможно, что именно концентрации углеводов позволяют контролировать реакцию на свет, концентрацию почвенных питательных веществ и стрессы, в то время как внутренние программы развития управляются гормонами растений [51,52]. 

Однако, основным компонентом является фенольное соединение салидрозид, важный фенилпропаноидный гликозид, и содержание этого соединения часто используется в качестве одного из основных критериев оценки качества неочищенных экстрактов растений родиолы. Который может рассматриваться в качестве родового признака видов Rhodiola, содержат бензольное кольцо, следовательно, они тоже являются продуктами специализированного обмена веществ на основе углерода.
В литературе отмечается, что максимальный уровень накопления таких БАВ, как эфирные масла и стероидные гликозиды часто приходится на период бутонизации и цветения [53].Так, Кирьянов и др., (1989) и Куркина и др., (1995), отмечали максимум накопления салидрозида в корне R. rosea в фазе цветения. Результаты Ким (1996) и Рыбаковой (2003) свидетельствуют о присутствии салидрозида в стебе R. rosea в период цветения в количествах от 0,08 до 0,74 % в расчете на сухую массу. [54-58] По данным литературы высокое содержание фенольных соединений, к которым относится и салидрозид, и наиболее резкие их количественные изменения отмечаются в периоды наибольшей напряженности и интенсивности жизненных функций растений [53,59-61]. 
При этом температура, количество осадков или солнечная инсоляция напрямую не влияют на содержание фенольных соединений в растительных тканях, но могут оказывать воздействие на сигнальные вещества, которые регулируют переходы этапов онтогенеза, что в свою очередь вызывает изменение биохимического состава [62]. 
Согласно Wind и соавт. разница в содержании фитохимических составляющих в растении может быть отнесена к сезонам. Так, сахароза, как продукт фотосинтеза и сигнальная молекула при ассимиляционном распределении, возможно, достигает максимальной концентрации во время вегетативного роста [63]. Наибольшее содержание глюкозы может быть связано с сохранением энергии в течение периода покоя. Регуляторы роста важны в периоды прорастания семян, при взаимодействии растений и бактерий, в антиоксидантной активности и реакции на стрессы окружающей среды [64]. Однако метаболический профиль R. semenovii и возможные изменения его метаболитов, включая лекарственно-активные и стрессоустойчивые компоненты, до сих пор не проиллюстрированы на разных стадиях роста и тем более – в разных условиях вегетации.

Учитывая известные уникальные лекарственные свойства представителей семейства Crassulaceae, мы считаем полезным изучение фитохимического состава R. semenovii как возможной альтернативы популярному в фармакопее, но исчезающему виду R. rosea. Начальными этапами являются извлечение и выделение активных фитохимических веществ из растений перед идентификацией их активных ингредиентов [65]. Одними из лучших методов идентификации этих соединений являются газовая хроматография-масс-спектрометрия (ГХ-МС), которая позволяет выделять и анализировать соединения за одну стадию с использованием масс-детектора и доступных библиотек ГХ-МС [66] и жидкостная хроматография (ЖХ), как высокоселективный, но чрезвычайно гибкий и очень щадящий метод выделения вторичных метаболитов растений со слабыми хромофорами [67].

1.2 Стрессовые факторы, влияющие на физиологию, анатомию и на состав БАВ в лекарственных растениях

В настоящее время засушливые и аридные регионы занимают обширную территорию. По данным ООН [68] они составляют около половины земной среды во всем мире. В связи с ожидаемыми дальнейшими глобальными изменениями климата выявление механизмов приспособления растений к среде обитания и устойчивости к водному и температурному стрессу приобретает особое значение.

Кроме сельскохозяйственного аспекта, проблема устойчивости к абиотическим стрессам имеет большое природно-экологическое значение, поскольку способность растений адаптироваться к конкретным условиям в разных частях планеты – один из факторов, определяющих ареалы распространения диких видов и возможность их интродукции [69]. 

Изменения, вызванные неблагоприятным воздействием окружающей среды, среди которых геоклиматические и сезонные изменения, внешние условия температуры, влажности и т.д. негативно влияют на многие метаболические процессы в растениях. Изменение фотосинтеза является одним из самых первых процессов, на которых сказывается негативное стрессовое воздействие, часто задолго до того, как вызванные стрессами изменения у растений становятся видимыми. Так, например, колебания температуры, снижение доступности элементов питания и воды оказывают влияние на параметры флуоресценции хлорофилла (Chl), ассимиляции СО2, снижения устьичной проводимости и транспирации [70-71]. Среди прочего, абиотические стрессы влияют на продукцию биомассы, часто обусловленную содержанием воды в растительных тканях, и на вторичный метаболизм растений, а также на количественные вторичные метаболиты, которые выполняют разнообразные функции, важные для физиологических процессов развития, которые могут меняться в процессе роста и развития в ответ на изменение окружающей среды [72,73]. Есть сведения о том, что лекарственные растения, вегетация которых проходит на фоне воздействия абиотических стрессов, обычно обнаруживают значительно более высокие концентрации метаболитов, чем идентичные растения того же вида, выращиваемые в благоприятных условиях [74].

Безусловно, любое растение, даже относимое людьми к «лекарственным», синтезирует свои биологически активные вещества, прежде всего, «для себя». Поэтому можно предположить, что независимо от характера стрессового воздействия (его интенсивности, продолжительности, скорости воздействия), стрессы должны стимулировать накопление биологически активных веществ или соединений в растении. А выработка вторичных метаболитов может быть показателем защитной реакции [75-78].

Так, установлена защитная роль вторичного метаболизма растений при окислительном стрессе [79-82]. Сообщалось, что широко изученные фенилпропаноиды помимо образования структурных компонентов в растениях (например, синтез лигнина, необходимого для формирования клеточной стенки), также участвуют в защитных реакциях растений на абиотические стрессы [83,84]. Отмечено повышение ненасыщенности жирных кислот в составе липидов мембран при гипотермии [85]. Показано, что сезонные климатические колебания оказывали влияние на продукцию лактонов и фенолов, и была установлена корреляция содержания этих веществ в растениях с количеством осадков и изменениями температуры [86]. Выявлено, что воздействие засухи на растения способствует более высокому производству таких классов вторичных метаболитов, как терпены, сложные фенолы и алкалоиды [87-89]. Особое значение для устойчивости растений к стресспротекторным системам имеют некоторые другие соединения, которые обеспечивают конститутивную и индуцированную устойчивость растений. В частности, в последние годы значительно расширились сведения о роли таких классических стресс-протекторов, как сахара и пролин [90]. Однако представлений о функционировании протекторных систем растений в условиях абиотических стрессов осложняется, с одной стороны, множественностью эффектов, зависимых от интенсивности и продолжительности воздействия и физиологического состояния растений в момент воздействия, а с другой – значительной зависимостью характера защитных реакций от видовых особенностей [91].

Метаболические изменения, которые могут привести к биосинтезу биологически активных соединений в стрессовых условиях, могут иметь фармацевтическую или пищевую ценность. На протяжении веков люди так или иначе использовали физиологические приспособления лечебных трав как источник улучшения биосинтеза полезных биоактивных соединений [79, с.51;92,93]. И сегодня физиология стресса, связанная с вторичными метаболитами, привлекает все большее внимание исследователей, и все больше литературных источников свидетельствует о стабилизирующей роли метаболитов [94-97]. Намечаются импульсы для новых практических подходов к повышению качества продукции путем преднамеренного применения стрессового воздействия во время выращивания лекарственных растений [74, с.19]. 

Поэтому несомненный интерес вызывают изменения в синтезе вторичных метаболитов, вызванные стрессовыми условиями – как с точки зрения понимания биологических процессов адаптации растительного организма к неблагоприятным условиям окружающей среды, так и с точки зрения интродукции диких видов ценных растений и разработки путей для целенаправленного синтеза ими ценных для фармации биологически активных веществ.

Физиологическое, биологическое и функциональное регулирования синтеза соединений растительных метаболитов являются биохимическими «рычагами», с помощью которых растительный организм решает множество проблем на протяжении всей своей жизни [98]. Синтез метаболитов в растении – это чётко работающая система, опосредованная как внешними воздействиями (температура, количества осадков, солнечная инсоляция и другие факторы внешней среды), так и внутренними факторами (этапы онтогенеза растения) [99]. Изменение химических профилей позволяет предположить, что во время развития активизируются различные биосинтетические пути [100]. Теория оптимальной защиты предполагает, что различные ткани растения в процессе его роста защищаются от разнообразных абиотических и биотических стрессоров в соответствии с их ценностью для растения на данном этапе развития. Изменения метаболитов приводят к перераспределению внутренних ресурсов растения между ростом и защитой [101]. На протяжении онтогенеза стрессоры и их интенсивность меняются, и, соответственно, меняется и концентрация вторичных метаболитов [102]. Koricheva & Barton (2012) выделяют два типа временных изменений метаболизма растений: онтогенетические и сезонные.

Как правило, воздействие абиотических стрессоров воспринимается растением на разных сенсорных уровнях. Изменения морфофизиологических особенностей органов растений, произрастающих в стрессовых условиях, считаются важными акклиматизационными показателями [103]. Синтез метаболитов при стрессе тоже является очень важной составляющей, которая участвует в защитных реакциях в ответ на биотические и абиотические стрессы [104].

Изменение параметров водного баланса или температуры вызывает в растительной клетке резкое увеличение генерации активных форм кислорода и клетка нуждается в антиоксидантной защите. Ингибирование свободных радикалов в растении осуществляется системой антиоксидантов. Поскольку вторичные метаболиты обладают сильными антиоксидантными свойствами, они могут быть связаны с механизмом борьбы с вредным воздействием активных форм кислорода [104]. Антиоксиданты можно разделить на два класса: ферментные антиоксиданты и неферментативные вторичные метаболиты [104-105, с.288].

Для убихинонов наиболее устойчивой является хинонная форма. Токоферолы находятся в липидах в основном в циклической форме – как в виде свободного токоферола, так и в виде его сложных эфиров. В организме эфирные формы с помощью ферментов легко гидролизуются до свободного токоферола. Повышенние содержания γ-Tocopherol в побегах в стрессовых условиях подтверждает, что в окислительных реакциях токоферолы выполняют функцию антиоксидантов. Реагируя с перекисными радикалами, они образуют феноксильные радикалы, превращающиеся затем в хиноны, димеры, тримеры.

Фитостерины – это биоактивные соединения, которые в природе являются важным структурным компонентом мембран растительных клеток и играет жизненно важную роль в регуляции текучести и проницаемости мембран и имеют химическую структуру, аналогичную холестерину, полученному из клеток млекопитающих. Среди различных фитостеринов бета-ситостерол является основным соединением, которое в изобилии содержится в растениях. Повышение уровня бета-ситостерола в стрессовых условиях косвенно свидетельствует о его роли в укреплении мембран растительных клеток [106]. 

Продукты, образующиеся при метаболизме жирных кислот, могут работать как важные химические сигналы. Активные формы кислорода, особенно синглетный кислород, образующиеся в хлоропластах в стрессовых условиях, могут окислять и каротиноиды, что также приводит к образованию таких окисленных продуктов, как альдегиды, кетоны, эндопероксиды и лактоны [107]. 

Биологические эффекты, оказываемые линолевой и линоленовой кислотами, реализуются на клеточном и органном уровнях. В ответ на абиотические стрессовые воздействия в растении могут активироваться липазы, которые высвобождают ненасыщенные жирные кислоты и запускают синтез ряда оксилипинов с различными функциями [107, с.599]. Оксилипины также участвуют в адаптации растений к абиотическим стрессам. Они являются частью сложных интерактивных сетей фитогормонов, включая салициловую кислоту, этилен, ауксин, брассиностероиды, гибберелловую кислоту и абсцизовую кислоту, которые контролируют все аспекты роста и развития растений и то, как растения адаптируются к окружающей среде. Это сигнальные молекулы, образованные из группы полиненасыщенных жирных кислот, участвуют в формировании ответных реакций организма на сигналы внешней среды [108].

По сравнению с другими видами сырья, содержание жирных кислот в растениях невелико. Насыщенные и ненасыщенные жирные кислоты входят в состав ацильных липидов растительной ткани. Липиды, в свою очередь, активно изменяют обмен веществ и повышают устойчивость растений, в частности, к низким температурам [108,109, с.94]. Также липидные компоненты могут сильно варьировать, они включают воска, углеводороды (включая сквален), сложные эфиры стерола, алифатические альдегиды, первичные и вторичные спирты. Взаимодействие между растениями и окружающей средой обеспечивается для надземных органов эпикутикулярными восками, которые, как правило, содержат сложные эфиры сложные эфиры длинноцепочечных жирных спиртов с длинноцепочечными жирными кислотами. Но до сих пор мало что известно о природе, биосинтезе и роли восков на границе разделения корня и ризосферы. Некоторые авторы предполагают прямую метаболическую связь между некоторыми корневыми восками и суберином. А, поскольку суберин откладывается за пределами плазматической мембраны, но под первичной клеточной стенкой, прямая физическая связь между воском и суберином подразумевает внеклеточное расположение. Возможно, большинство корневых восков могут быть более глубоко внедрены в стенки перидермальных клеток, где происходит суберизация [111].

Примечательно, что пирролидиновый цикл – один из наиболее часто встречающихся в структуре лекарственных препаратов гетероциклов. Этот структурный фрагмент входит в состав множества биологически активных природных соединений (алкалоиды никотин, гигрин, аминокислота пролин и.д.), среди которых есть и осмолиты, активно накапливающиеся в растительных тканях в результате стрессовых воздействий [112]. 

Сложные эфиры низших и средних карбоновых кислот являются составными частями эфирных масел многих растений. Литературные данные указывают возможность повышение уровня аминокислот в цветах в ответ на тепловой стресс [113]. Однако детальный анализ метаболизма азотистых соединений на этапе цветения пока не существует. 

Корень — единственный источник неорганического азота, основа белков и нуклеиновых кислот. Органические формы азота часто образуются путем включения иона аммония в состав аминогрупп и амидных групп в результате реакций, уже катализируемых многочисленными ферментами на ранних стадиях развития растений. Затем азот может перейти в несколько углеродных соединений, войдя в состав органического соединения. При достаточном длительном поступлении ассимилятов, в частности, азота, из корней на поздних этапах вегетации, возможно, происходит мягкое стимулирующее воздействие на развивающиеся семена, которые теперь выполняют функцию основного акцептора, что активирует формирование эндосперма [114]. Наконец, повышенная засухоустойчивость может обеспечить более высокой эффективности преобразования запасов стебля и оболочки для наполнения семян [115].

Терпены, как и другие летучие компоненты зеленых листьев (альдегиды, спирты и эфиры), могут служить сигналом стресса, передаваемым от растения к растению [48, с.519]. Основная роль терпенов заключается в защите растений от различных неблагоприятных воздействий окружающей среды, в том числе макро и микровредителей.

Фитолы дитерпеновых углеводородов входят в состав хлорофилла; Следовательно, не вызывает сомнений взаимосвязь их накопления в побеге R. semenovii на фоне холодового стресса, когда фотосинтетическая активность существенно снижается.

Сквален − тритерпеновый углеводород, принадлежащий к группе каротиноидов, накопление которых в побегах также тесно связано с процессами адаптации. Каротиноиды играют активную роль в поглощении световой энергии побегом и передаче ее реакционным центрам фотосистемы и служат фотопротекторами. Они защищают фотосинтетический аппарат от фотоокислительного повреждения, подавляя триплет молекул хлорофилла [49, с.37] и являются мощными поглотителями активных форм кислорода [50, с.33]. Физические и физико-химические исследования реакционной способности каротиноидов в окислительно-восстановительных процессах побегов и корней растений являются сегодня приоритетными [51, с.407]. 

Исследования фитохимиков и фармакологов, показывают, что растения семейства Crassulaceae рода Rhodiola и, в частности, R. semenovii, содержат проантоцианидины, кумарины, флавоновые гликозиды, органические кислоты, дубильные вещества пирогалловой и пирокатехиновой групп [102,25, с.26, с.785]. 

Однако метаболический профиль R. semenovii и возможные изменения его метаболитов, включая лекарственно-активные и стрессоустойчивые компоненты, до сих пор никак не рассматривались в контексте влияния абиотических факторов окружающей среды [116]. Но полученные в ходе такого исследования результаты помогут определить влияние этих стрессоров на изменение физиологического состояния и содержания основных классов вторичных метаболитов в растительных тканях R. semenovii и будут полезны как для понимания механизмов защиты растения от неблагоприятных условий, так и для разработки новых современных подходов к направленному синтезу ценных вторичных метаболитов.

1.3 Фармакологические своиства Сrassulaceae и рода Rhodiola
В настоящее время, несмотря на значительное количество современных лекарственных препаратов, полученных синтетическим путем, интерес к лекарственным средствам, основанным на природных биологически активных веществах, стремительно возрастает. Это объясняется частыми побочными эффектами синтетических лекарственных препаратов, в том числе негативным влиянием на печень, почки, ЦНС и возрастанием числа аллергических реакций [117]. Даже в странах с высокоразвитыми технологиями (США, Канада, Россия, Корея и др.) в различных областях геронтологии широко используются анти-эйджинговые препараты на основе лекарственных растений. Системный характер их действия и применение, в случае их доказанной безопасности, обусловливает их высокую эффективность практического использования в самых различных областях медицины [118-121]. Лекарственные средства растительного происхождения, воздействуя системно на организм, регулируют функции различных взаимосвязанных систем и органов, почти не имеют побочных эффектов, и могут применяться как для лечения, так и для профилактики самых различных заболеваний [122]. Значительную долю среди них составляют растительные бронхолегочные, слабительные, желчегонные, седативные и другие лекарственные средства [123]. Семейство толстянковые (Crassulaceae) насчитывает до 1500 видов, объединенных в 35 родов, в которых представлен, в том числе, род Rhodiola. Современные фармацевтические исследования выявили более 140 соединений, выделенных из видов родиолы, включая флавоны, кумарины, летучие вещества, антрахинон и органические кислоты. Кроме того, исследователи обнаружили, что салидрозид присутствует во всех видах рода Rhodiola. Фармакологические исследования показали, что в клинической практике и экспериментальных исследованиях препараты R. rosea, экстракты и активные соединения выполняют множество биологических функций, включая иммунную регуляцию, антиоксидантное действие и ингибирование пролиферации раковых клеток. Поскольку воспалительный ответ играет важную роль в патологическом процессе различных заболеваний, противовоспалительная терапия стала жизненно важным методом лечения различных заболеваний, таких как сепсис, эндотоксемия, сердечно-сосудистые заболевания, диабет, нейродегенеративные заболевания и рак [118]. Для расширения номенклатуры отечественного лекарственного растительного сырья и получения новых фитопрепаратов актуально привлечение дикорастущей флоры. Одним из паредставителей рода родиола относящимся к таким видом растений является R. semenovii. Предыдущие исследования показали, что R. semenovii оказывает превосходный иммунорегуляторный эффект и ослабляет воспалительные повреждения при различных заболеваниях посредством регуляции дифференцировки иммунных клеток, активации путей воспалительной передачи сигналов и секреции воспалительных факторов [124]. В связи с этим возрастает актуальность всестороннего изучения лекарственных свойств других представителей рода Rhodiola и, в частности, R. semenovii. Возможно, такой подход позволит выявить альтернативные возможности получения новых ценных фитопрепаратов [41,с.469]. Основными биологически активными компонентами флавоноидов у видов Rhodiola являлются родиофлавонозиды: салидрозид и родиозин, которые по данным литературы способствуют нормализации функций щитовидной железы и повышают неспецифическую иммунологическую реактивность организма [125]. Флавоноиды также имеют антиоксидантный, антиопухолевый, антиаллергический, антивоспалительные и антивирусный фитохимические эффекты [126].
1.3.1 Распространение болезней щитовидной железы  

По статистике Всемирной организации здравоохранения по распространенности патология щитовидной железы занимает одно из главных мест в клинической эндокринологии от 10 до 30% взрослого населения в мире страдают различными заболеваниями щитовидной железы, связанными как с нарушением функции железы, так и с изменением ее структуры [127]. Проявления этого заболевания в первую очередь зависят от уровня гормонов, вырабатываемых щитовидной железой. Спектр ее патологии самый разнообразный. Это заболевания аутоиммунного генеза, узловые формы, злокачественные опухоли, йоддефицитные состояния [128]. Глобальной проблемой здравоохранения в мире, в частности, в некоторых регионах Казахстана, является дефицит йода, который является важным микроэлементом для синтеза гормонов щитовидной железы [129]. Высокая распространенность, наличие комплекса предрасполагающих факторов, сложности в дифференциальной клинической диагностике и множественная симптоматика, создают необходимость своевременной диагностики и адекватного длительного лечения гипотиреоза. [130] Для лечения заболеваний щитовидной железы используют препараты, которые можно условно разделить на 3 группы: тиреоидные гормоны, антитиреоидные препараты и препараты йода [131]. Используемые принципы коррекции гипотиреоза практически не зависят от патогенеза и сводятся к заместительной гормональной терапии. При этом важно соблюдение больными назначенной схемы лечения. Недостаточная и неадекватная заместительная терапия тиреоидными гормонами способствует прогрессированию ишемической болезни сердца, нарушению репродуктивной функции, депрессиям, а передозировка опасна развитием миокардиодистрофии с мерцательной аритмией [130]. 
По сведениям других авторов, (Камилов Ф. Х., 2018), на фоне заместительной гормональной терапии тимазолом имеет место стимуляция эритропоэза за счет нарастания продукции эритропоэтина, но собственно гематологические сдвиги после достижения эутиреоза не устраняются [132]. Назначение левотироксина при гипотиреозе способствует коррекции показателей гемограммы и ускорению обмена железа в организме животных. На эффективность заместительной терапии негативно влияли увеличение массы тела животного вместе с тем максимальную пользу она приносит при выраженном микроцитозе, уменьшении содержания гемоглобина в эритроците и особенно при значительном дефиците железа. Наличие сидеропенического синдрома может рассматриваться, как дополнительное показание к назначению тиреоидныхгормонов при гипотиреозе [133]. 
В настоящее время наибольшую распространенность и клиническое значение имеет первичный гипотиреоз, обусловленный дефектом биосинтеза гормонов Т4 (и Т3), вследствие нарушений в щитовидной железе. Биологически активный гормон щитовидной железы Т3 влияет на сердечную сократимость, частота сердечных сокращений (ЧСС), диастолическая функция и системная резистентность сосудов [134]. Минимальная суточная потребность этого микроэлемент составляет около 150 мкм, для нормального синтеза ТГ, выступая в качестве основного регулятора функционирования щитовидной железы [135]. Гормоны щитовидной железы (тироксин Т4 и трийодтиронин Т3) участвуют в регуляции многих функции организма включая липидный и углеводный обмен, метаболизм холестерина потребление кислорода и некоторые физиологические процессы [136]. Гормоны щитовидной железы, тироксин (Т4) и триодотиронин (Т3) играют важную роль во всех основных метаболических путях [137]. Также ТГ (тиреоглобулин) играет важную роль в регуляции метаболизма липидов, холестерина и глюкозы в печени [138]. Дисфункция щитовидной железы приводит к перекисному окисление липидов, развивающееся вследствие избыточной или недостаточной секреции тиреоидных гормонов [139]. Его частота среди населения очень велика и составляет: манифестный гипотиреоз − 0,2-2,0%, субклинический − примерно 7-10%среди женщин и 2-3% среди мужчин. В группе женщин старшего возраста распространенность всех форм гипотиреоза может достигать 12% и более (спорадический зоб) [130, с.4]. Эти данные позволяют считать, что гипотиреоз является одним из самых распространенных эндокринных заболеваний. Тревожная тенденция в увеличении числа больных гипотиреозом подчеркивает его большое медицинское и социальное значение, а также требует дальнейшего изучения влияния дефицита тиреоидных гормонов на состояние внутренних органов и обменных процессов в организме. Гипотиреоз вызывает развитие осложнений со стороны сердечно-сосудистой, пищеварительной, репродуктивной и центральной нервной систем, а в случае декомпенсации приводит к смертельному исходу [140]. Функция гормонов щитовидной железы имеет большое влияние на физиологию сердечно-сосудистой системы, включая частоту сердечных сокращений, артериальное давление, сердечный выброс, системное сосудистое сопротивление, сократимость миокарда [141]. Высокий уровень Т3 связан с повышенным содержанием миокарда сократимость и электрическая проводимость, а также аритмии, в то время как низкий T3 способствует противоположным эффектам, таким как брадикардия [142]. Для того, чтобы вызвать реакцию физиологического роста, секреция щитовидной железы должна стимулировать клеточный рост, пролиферацию и увеличение размеров клеток миокарда [143]. Таким образом, субклинический гипотиреоз − заболевание, связанное с систолической и диастолической сердечной дисфункцией, является фактором риска ишемической болезни сердца [144], сосудистые заболевания [145] и изменения сердечной функции [146]. В клинической практике, мерцательная аритмия является наиболее частой формой устойчивой аритмией, связана с дисфункцией щитовидной железы как гипотиреоз и является причиной развития хронического заболевания, приводящего к смертельному исходу [147,148]. 
Гипотиреоз вызывают снижение количества эритроцитов, гематокрита и гемоглобина концентрации, что указывает на тяжелую анемию [149]. Эритроциты крови содержат гемоглобин, переносят кислород, снижение эритроцитов приводит к анемии. Снижение тромбоцитов приводит к ломкости сосудов. В модели повреждения щитовидной железы большинство значимых изменения наблюдались у животных с дефицитом йода, а именно значительное увеличение Hb, Hct, MCV и значительное снижение MCHC, WBC, PLT, а не сульфадиметоксин, для которого было зарегистрировано только достоверное снижение WBC указывает, что такое воздействие на кровь (лейкопения) может быть результатом либо реакций гиперчувствительности, либо метаболитов гидроксиламина или нитрозосульфодиметоксина [150]. 

Гипотиреоз вызывает снижение мозгового кровотока [151], а также снижает экспрессию переносчика глюкозы GLUT1 на гематоэнцефалический барьер [152], что может привести к снижению ввода глюкозы в мозг. 

Кроме того, пациенты с гипотиреозом обычно имеют инсулинорезистентность [153], состояние, при котором может спровоцировать снижение потребления глюкозы нейронами. Повышение глюкозы в организме приводит к гипергликемии, то есть к разрушению ткани почек, сердца, сосудов и нервной системы. Сниженное содержание глюкозы гипогликемия приводит к возникновению поражения головного мозга и нервных клеток [154]. Состояние гипотиреоза связано со значительным нарушением биохимических показателей почечной функцией [155]. 

Креатинин в сыворотке повышен и значение скорости фильтрации клубочковых канальцев обратимо снижаются (СКФ), что влияет на функцию и строение почек у пациентов с явным гипотиреозом [156]. Гиперлипидемия и гиперхолестеринемия могут возникать в результате повышенной мобилизации запасов жира в организме и при повышенном уровне тиреотропного гормона, индуцированного гипотиреозом. Низкий уровень тироксина у гипотиреоидных животных не только вызывает повышение уровня тиротропина при секреции гипофиза, но также стимулирует кортикотропин, стероиды надпочечников, который может увеличить мобилизацию липидов за счет перекрытия эндокринной оси [139,с.302]. Основанием для применения физических факторов в лечении эндокринных заболеваний служат сведения о том, что они избирательно модифицируют деятельность эндокринных желез, стимулируют развитие метаболических сдвигов адаптационного характера, обладают саногенетическими эффектами (противовоспалительным, обезболивающим, трофическим, иммуномодулирующим, регенераторным, спазмолитическим и др.), стимулируют компенсаторно-приспособительные и защитные реакции в организме [157].

Сегодня по разным оценкам существенную долю от 30% до 50% как европейского, так и мирового фармацевтического рынка занимают препараты растительного происхождения [158]. В структуре лекарственных препаратов, применяемых для профилактики и лечения различных патологических состояний щитовидной железы, определенное место занимают и лекарственные средства растительного происхождения, доказавшие свою эффективность на протяжении веков [159-162]. Фитотерапия применяется  как в комплексе с фармакотерапевтическим лечением, так  и самостоятельно при легких формах заболевания, в период между курсами медикаментозного лечения, а также для профилактики.

Растительные экстракты, либо их индивидуальные вещества (метаболиты) за счет своего химического разнообразия значительно расширяют возможности для создания эффективных препаратов [163]. Такими фармакологически потенциальными растительными веществам относятся фенолы, флавоноиды, алкалоиды, гликозиды, лигнин, дубильные вещества, которые используются в качестве химической основы для разработки новых препаратов или моделей для синтеза фармакологически активных компонентов [164-166].  Содержащиеся в растениях активные вещества с противоопухолевой, противомикробной, антиоксидантной, противодиарейной активностью необходимо подтверждать результатами доклинических и клинических исследований с целью демонстрации эффективности и безопасности биоактивного соединения.  Первыми шагами изучения биологически активных соединении из растительных ресурсов является проведение фармакологического скрининга, характеристика биоактивного соединения, токсикологическая оценка и клинические исследования [167].
Комплексное лечение трийодидом широко используется в медицине. Однако у него есть серьезные недостатки из-за высокой окислительной активности йода. В связи с этим пероральное введение растворов йода значительно затрудняется. Различные биосовместимые полимеры используются для усиления связывания молекулярного йода. Они образуют прочные комплексы, которые можно использовать в медицине [168]. При оценке биологических эффектов йодосодержащих препаратов, по данным ряда (Шантыз А.Х., 2012) исследователей количество эритроцитов у особей, получавших «йодовет» возрастало по отношению к группе с гипотиреозом на 8 %, а уровень гемоглобина – на 2,7 %, что свидетельствует о восстановлении эритропоэза [169]. Исследуемые йодосодержащие рационы способствовали восстановлению уровня содержания форменных элементов крови [170]. Использование экстракта растения R. semenovii в сочетании с KI может ослабить взаимодействие йода с белками желудочно-кишечного тракта, без значительного снижения фармакологической активности. При недостатке йода снижается синтез тироксина щитовидной железой, что повышает содержание в крови ТТГ с последующим развитием гиперплазии щитовидной железы. Изолированный прием препарата йода блокирует секрецию ТТГ, что может привести к угнетению синтеза тироксина. Добовление R. semenovii благодоря содержанию салидрозида который восстанавливает работу щитовидной железы который в свою очередь подовляет избыточный синтез ТТГ.  
1.3.2  Значимость определения токсичности при разработке растительных препаратов. 
В настоящее время исследователи, разрабатывающие приоритетные вопросы современной фармакологической науки в части изыскания новых лекарственных средств натуральных соединений различной химической структуры и биологического действия, уделяют огромное внимание проблеме лекарственной токсикологии и безопасности применения лекарств в клинической практике [171]. В соответствии с современными представлениями, оценка безопасности лекарственного растительного препарата (ЛРП) должна учитывать все потенциальные факторы риска, специфичные для данной группы лекарственных средств. Современные ЛРП принципиально отличаются с точки зрения безопасности их состава [172]. Для успешного внедрения в клиническую практику новых лекарственных препаратов, должна выполняться доклиническая оценка безопасности лекарственного средства на основе международных стандартов для осуществления и ускорения гармонизации требований к проводимым исследованиям [173,174]. Доклинические исследования проводятся с целью исключения у целевых видов животных неблагоприятных последствий применения лекарственного препарата в процессе клинических исследований. В ходе доклинических исследований получают предварительную информацию о токсичности, эффективности, фармакологических свойствах изучаемого лекарственного средства [175]. Задачи доклинических исследований безопасности включают: описание токсического влияния лекарственного средства в зависимости от дозы и связи возникающих при взаимодействии фармакологического вещества с организмом лабораторных животных. Полученные данные используют для определения начальной безопасной дозы, диапазона доз для клинических исследований [176]. Все исследовательские работы с лабораторными животными должны выполняться в соответствии с существующими правилами лабораторной практики и этическими нормами обращения с животными, на основе принятых в организации, осуществляющей исследования стандартных операционных процедур, которые должны соответствовать международным правилам по защите позвоночных животных, используемых для исследовательских и иных научных целей [177]. В доклиническую оценку безопасности оригинальных лекарственных препаратов обычно входят: фармакологические исследования, общетоксические исследования, доклинические исследования, изучение репродуктивной токсичности и генотоксичности. Для лекарственных препаратов, которые обладают потенциальной опасностью или предназначены для длительного применения, необходимо также проводить исследования канцерогенных свойств [178]. Изучение общетоксических свойств обязательно для всех групп лекарственных средств, и подразделяется на два этапа: исследование острой токсичности (токсическое действие вещества, введенного в однократной дозе или в многократных дозах в течение не более 24 ч, которое может выражаться в расстройстве физиологических функций или в нарушении морфологии органов экспериментальных животных, а также гибели животного); исследование хронической токсичности при повторном длительном  введении (совокупность функциональных и/ или морфологических нарушений органов и систем подопытного животного после повторного длительного введения вещества) [179].
Изучение острой и хронической токсичности лекарственных средств растительного присхождения при профессиональной оценке симптомов интоксикации позволяет получить существенную информацию о биологической активности будущего препарата [180].
2 МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
2.1 Сбор и обработка растительного материала. Идентификация и определение вида Rhodiola semenovii Boriss.

Растения R. semenovii (Regel & Herder) Boriss.−стержнекорневые вегетативно размножающиеся короткокорневищные суккулентные многолетники. Предпочитают высокогорье, высокую влажность почвы и солнечное местоположение [181]. Это многолетнее дикорастущее травянистое растение семейства толстянковых – Crassulaceae, произрастающее по берегам горных рек, высотой до 60 см, листья зеленые, мягкие, корневище толстое, ветвистое [182]. Размножается семенами и вегетативно – делением корневищ и черенкованием отрастающих побегов весной. Сеянцы не капризны, но требуют достаточного освещения и ровного умеренного полива. Растения Rhodiola semenovii – вегетативно неподвижные стержни корневые короткокорневищные многолетники. Хотя в период роста растения довольно влаголюбивы, после цветения их переувлажнение недопустимо. Цветение наступает на 3-4 год после посева. Соцветие длинная, густая колосовидная кисть. Цвет лепестков от светло-зеленого до белого. На одном месте растения Rhodiola semenovii способны без пересадки жить долго, но пересадку, если она необходима, переносят легко. Растения были определены  [183]. Экспериментальные растения R. semenovii, отбирали на высоте 2350 м над уровнем моря в предгорьях Заилийского Алатау (43°04´21´´ с.ш., 76°59´07´´ в.д.) на разных периодах вегетации (j – ювенилная; im – имматурная, v – виргинилная, g1 –генеративная, g2 – генеративная; g3 –генеративная;). Среднегодовая температура воздуха на этой высоте составляет +3,12°С, а количество осадков в среднем − 881 мм в год [184]. Видовая принадлежность отобранных растений подтверждена в РГП «Институт ботаники и фитоинтродукции» МОН РК. Номер R. semenovii в семенном банке Казахстана – 3885. Растение собрано и обработано в соответствии с требованиями Государственной фармакопеи Республики Казахстан [185]. Объектом исследования являются собранные в фазу плодоношения, очищенные от земли, разделенные на фрагменты и высушенные корневища и корни многолетнего дикорастущего травянистого растения родиолы – R. semenovii. Растительный материал отбирали в 20 км к юго-востоку от г. Алматы в районе Большого Алматинского озера. Для приготовления препаратов использовали свежее и высушенное сырье. 
Изготовления микропрепаратов выполняли по методам микроскопической техники. Для этого предварительно проводили нагревание сырья в воде [186]. В термостойкую колбу вместимостью 50 мл помещали до 10 г корней родиолы, заливали «до зеркала» очищенной водой и кипятили на водяной бане в течение 10 мин [187]. Затем колбу охлаждали, сырье переносили в чашку Петри, заливали спирто-водно-глицериновой смесью (1:1:1) и выдерживали при комнатной температуре в течение 2 ч для набухания [24,188,189, с.33]. Просветление микропрепарата проводили двумя способами: а) несколько кусочков сырья помещали в колбу или пробирку, прибавляли 5% водный раствор натрия гидроксида (1:1) и кипятили в течение 1-2 мин. Затем содержимое выливали в чашку Петри (или фарфоровую чашку), жидкость сливали и сырье тщательно промывали водой очищенной (от интенсивно окрашенных антраценпроизводных). Вынимали кусочки сырья скальпелем или лопаточкой, делали тонкие срезы и помещали на предметное стекло в каплю раствора хлоралгидрата или глицерина; б) кусочки сырья кипятили в растворе хлоралгидрата, разведенного водой (1:1), в течение 5-10 минут (до просветления). Просветленные кусочки сырья помещали на предметное стекло в каплю раствора хлоралгидрата или глицерина, разделяли скальпелем или препаровальной иглой на две части, одну из них осторожно переворачивали, делали тонкие срезы. Объекты для микроскопии накрывали покровным стеклом, слегка подогревали до удаления пузырьков воздуха и после охлаждения рассматривали с обеих сторон под микроскопом сначала при малом (х40), затем при большом (х100) увеличении с помощью микроскопа МС-300 (MICROS, Austria) по технике микроскопического и микрохимического исследования лекарственного растительного сырья [190].

Для обнаружения диагностических признаков в тканях подземных органов растения использовали следующие гистохимические реакции:

1)
с раствором Люголя на крахмал и крахмальные зерна (окрашиваются в синий, сине-фиолетовый цвет);

2)
с 33% водным раствором натрия гидроксида на опробковевшие оболочки (суберин) (окрашиваются в красный цвет).
2.2 Методика определения фитохимического состава растения вида R. semenovii 
2.2.1 Определение органических соединений в экстрактах проводили методом газовой хроматографии с масс-спектрометрическим детектированием (Agilent 6890N/5973N, Санта-Клара, Калифорния, США). Для анализа использовали по одному сегменту корня и/или стебля не менее, чем трех растений, выращенных in situ в полевом эксперименте и пяти растений, выращенных ex situ в лабораторном эксперименте. Образцы растительных тканей фиксировали и анализировали пробу. Растительный материал фиксировали в 70% этаноле при соотношении 100 г ткани: 500 мл этанола. Экстракцию проводили на орбитальном шейкере в две стадии (по 72 ч) одним и тем же растворителем до получения прозрачного бесцветного растворителя. Объем образца 1,0 мкл, температура ввода образца 260°C, без разделения потока. Каждый образец вводили в систему ГХ-МС один раз. Разделение проводили на хроматографической капиллярной колонке ДБ-35МС длиной 30 м, внутренним диаметром 0,25 мм и толщиной пленки 0,25 мкм при постоянной скорости газа-носителя (гелия) 1 мл/мин. Хроматографическую температуру программировали от 40 (выдержка 0 мин) до 150 °С со скоростью нагрева 10 °С/мин (выдержка 0 мин) и до 300 °С со скоростью нагрева 5 °С/мин (выдержка 10 мин). Детекцию проводили в режиме SCANm/z 34-850. Для управления системой газовой хроматографии, а также для регистрации и обработки полученных результатов и данных использовалось программное обеспечение AgilentMSDChemStation (версия 1701EA) (Санта-Клара, Калифорния, США). Обработка данных включала определение времен удерживания и площадей пиков, спектральную информацию получали с помощью масс-спектрометрического детектора. Для расшифровки полученных масс-спектров использовались библиотеки Wiley 7th edition и NIST’02 (общее количество спектров в библиотеках более 550 тысяч). 
Определение салидрозида. Водно-спиртовые экстракты органов R. semenovii выдержаны при температуре + 40-50 °С. Экстракты упарены до постоянного веса сухих остатков (в течение 10-12 ч). Жидкостную хроматографию проводили на хроматографе «Милихром-A-02» (ЗАО «Эконова», г. Новосибирск) с хроматографической колонкой 75х2 мм, заполненной сорбентом ПронтоСИЛ -120-5-C18. В иглу устройства ввода пробы набирали 20 мкл раствора высушенного экстракта (растворитель – MeOH-H2O, 2:1), пробу вводили в прибор. Хроматографию проводили в градиентном режиме. Скорость подачи элюента 200 мкл/мин. Детектирование проводили при длине волны 220, 280 нм. Градиентный состав: 300 мкл смеси метанол-0,05 н. H3PO4 (1:9, по объему) – 2200 мкл смеси метанол- 0,05 н. H3PO4 (11:9, по объему) – далее постепенное увеличение концентрации метанола до чистого метанола. Продолжительность анализа 20 минут. Время удерживания салидрозида составила–6.5-7.5 мин. Предел обнаружения салидрозида в описанных экспериментах составил 0,005% (для сухой части экстракта). Определяли положение пика салидрозида на хроматограмме. Концентрацию салидрозида определяли в сравнении с хроматограммой чистого тирозола (тирозол производства НИОХ СО РАН, SOV 98% по данным ГЖХ). 
Содержание сухого остатка в экстракте рассчитывали по формуле:

                                    1: (100 × m сухой остаток)/м экстракт 1                                          (1)

Содержание салидрозида в сухой части экстракта 1 рассчитывали по формуле:

1: 100×Sтирозола на хр экстр 1 × С тирозола в калибр. р-ре 3) / Sтирозола на хр калибр 3 × С тирозола в калибр.3              (2)

Содержание салидрозида в сухой части экстракта 2 рассчитывали по формуле:

                               С тирозола в сухой части экстр.1×2,17                                                   (3)

Для получения калибровочных растворов использован тирозол производства ОХП НИОХ СО РАН (Новосибирск, к.х.н. Гражданников А.Е.).

2.3 Методика определения влияния стрессовых факторов на растения R. semenovii ex situ и содержание в них БАВ

В лабораторном эксперименте исследовали имматурные растения R. semenovii, выращенные в вегетационных сосудах. Растения на время эксперимента были поделены на три группы: 1) контрольная группа выращивалась при (26 ± 3°С) днем и (20 ± 3°С) ночью, при средней влажности воздуха 37% и оптимальном поливе (до 60% от полной влагоемкости); 2) группа, подвергнутая резкому холодовому воздействию +3°C в холодильной камере с подсветкой («Полаир», Москва, Россия) при циркадном освещении (с использованием коммерческих люминесцентных ламп белого света): режим 16 ч света/8 ч темноты [200 мкмоль м-2с-1 ФАР, люксметр ЛИ-205 (Li-Cor, Lincoln, NE,США)]) и 3) группа, подверженная водному дефициту (прекращение полива). В каждой группе анализировали по 5 растений. Продолжительность стрессового воздействия составила 72 часа.


Расчет влажности почвы проводился по формуле: 

                                                W= (а х 100): b (%)                                                   (1)                                              

где (W) – влажность почвы, % от сухой массы почвы;

а) – масса воды в пробе почвы, г;

б) – сухая масса почвы, г.

Ростовые параметры определяли измерениями до и на третьи сутки после начала стрессового воздействия [191]. Содержание воды (WC) в тканях растений рассчитывали по формуле:

                                      WC = ((a − б)/a) × 100%                                         (2)

где, а − исходная масса, мг;

б – масса после сушки при 105 ◦С, мг.

Стресс у растений вызванный как недостатком воды, так и воздействием холода, мог сопровождаться значительным снижением эффективности фотосинтетического аппарата. Для этого дальнейшее исследование проводилось на фотосинтетическую активность.   Установлено, что качество света способствует образованию в процессе фотосинтеза аминокислот, белков, органических кислот, а освещение длинноволновыми лучами — образованию и накоплению углеводов [192]. 
2.4 Методика определения фотосинтетической активности 

Параметры фотосинтетической активности оценивали по уровню флуоресценции. Быстрые кривые блеска (RLC) регистрировали с помощью Junior-PAM («Heinz WalzGmbH», Effeltrich, Германия) при актиничном освещении 450 нм. RLC для каждого образца регистрировали после квазизатемнения, чтобы оценить влияние отсутствия актиничного света, в то время как в полевых условиях трудно достичь полной темноты [193]. Для каждого измерения флуорометр выдавал восемь световых импульсов насыщения 10000 мкмоль/м2 с каждые 20 с, в то время как актиничный свет постепенно увеличивался с 0 мкмоль/м2 с до 625 мкмоль/м2 с. Для сравнения были взяты данные, полученные по последнему импульсу кривой блеска [194]. Следующие параметры были рассчитаны с использованием программного обеспечения WinControl-3.29 (Walz, Effeltrich, Germany): Fv ⁄ Fm: максимальный квантовый выход фотохимии ФСII; Y(II): эффективный фотохимический квантовый выход ФСII; Y(NPQ): квантовый выход нефотохимического преобразования энергии в ФС II из-за подавления функции сбора света; и Y(NO): квантовый выход нефотохимического преобразования энергии в ФС II, вызванного подавлением функции сбора света; относительный электронный транспорт ФСII (ETR). В эксперименте каждый раз выбирали область средней трети активного листа. Все измерения проводились в солнечный день с 09:00 до 11:00.

Фиксацию корней проводили в 70% этаноле, консервантом служила смесь Страсбургера-Флемминга: 96% этанол: глицерин: вода в соотношении 1:1:1 [195]. Материал настаивали в течение 24 часов. Анатомические препараты готовили на микротоме МЗП-01 («Техном», Екатеринбург, Россия) с замораживающим устройством ОЛ-ЗСО 30 («Инмедпром», Ярославль, Россия). Толщина анатомических срезов варьировала от 10 до 15 мкм. Судан IV – окрашенные срезы помещали на предметное стекло в каплю чистого глицерина и накрывали покровным стеклом для получения временного препарата. Микрофотографии анатомических срезов делали на микроскопе с MC 300 (Вена, Австрия) CAM V400/1. 3M камера “Vision” (Вена, Австрия). 

2.5 Методика определения токсичности экстракта R. semenovii 

Для определения экспериментальной дозы и токсичности экстракта растения R. semenovii был использован спиртовый экстракт растения R. semenovii.

 
Все доклинические эксперименты с животными проводились после положительного решения этической комиссии. Срок действия с 01.10.2020 по 31.12.2022. Номер протокола 2. 
Изучение острой, хронической токсичности экстракта, проводилось на белых беспородных лабораторных крысах. Животные (самцы) содержались в клетках группами по 10 особи 4 группы. В качестве подстила использовали древесные опилки. Температура воздуха в помещениях вивария поддерживалась в диапазоне 18-20⸰ C при относительной влажности 60-70%. Животные содержались в стандартных условиях на рационе вивария. Для оценки хронической токсичности экстракта R. semenovii, животным в течение 21 суток перорально вводили экстракт. Для определения острой токсичности 2 групам животных однократно вводили экстракт. Проводили внешний осмотр животных, взвешивание и фиксацию ВНД по тесту «открытое поле». 
Тест «открытое поле» предназначен для оценки выраженности и динамики отдельных поведенческих элементов, и уровня эмоционально-поведенческой реактивности животного в новых (стрессогенных) условиях. Животное помещали в камеру диаметром 100×100 см со стенками высотой 40 см. Полом служил лист белого пластика, на котором черной краской нанесена решетка, делящая поле на 25 (5×5) равных квадратов. Освещение производили лампой 50 Вт, расположенной на высоте 150 см над центром поля. Тест заключался в количественном измерении компонентов поведения животного, помещенного в новое открытое пространство (арену), выбраться из которого ему мешает огораживающая арену стенка. При тестировании животное помещали в центр арены и в течение 5 минут визуально оценивали следующие показатели: горизонтальную двигательную активность – пробег (количество пройденных секторов), вертикальную двигательную активность – стойки (число подъемов на задние лапы), отходы от стенки арены (число пересечений внешней концентрической окружности), выходы в центр арены (число пересечений внутренней окружности), груминг (число касаний морды лапами, почесывания), при исследовании фармакологических препаратов использовали бесстрессорную модификацию «открытого поля». Основным способом фиксации результатов теста выступало сплошное или выборочное протоколирование с повременной регистрацией активности животного. После 5 мин исследования животное возвращали в клетку. Подсчитывали число катышков помета, и тщательно мыли пол после каждого теста. Тестирование повторяли в одно и то же время на протяжении четырех последующих дней. Перед началом введения препарата, а также в динамике наблюдения для каждой опытной группы были проведены тесты по методике «Открытое поле» в течение 3-х дней для определения индивидуально-типологических особенностей высшей нервной деятельности (ИТО ВНД) и после окончания приема препарата также были проведены тесты для всех животных в течение 3-х дней для определения влияния препарата.

После завершения эксперимента хронической и острой токсичности проводили забой животных и получение образцов периферической крови для проведения гематологического и биохимического анализа крови (оценка функции печени, почек, поджелудочной железы по показателям белкового, углеводного, липидного и пигментного видов обмена, наличие интоксикации). Кроме того, проводили вскрытие лабораторных животных и оценивали наличие макроморфологических изменений структуры сердца, почек, печени, сердца, поджелудочной железы. Органы взвешивали, рассчитывали массовые коэффициенты органов, затем материал фиксировали и помещали в 10% раствор формальдегида.
2.6 Методика создания экспериментальных моделей заболеваний  животных для определения терапевтических свойств экстракта из корня растения R. semenovii
В качестве животного обьекта для исследования экспериментального гипотиреоза были выбраны белые лабораторные беспородные крысы-самцы массой тела 200-250 г находились в стандартных условиях на рационе вивария. Для определения антиаритмического и антигипертензивного своиства экстракта R. semenovii были использованы самцы крыс линии Вистар массой 220-250 г. Животные (крысы) содержались в клетках группами по 10 особей. В качестве подстила использовали древесные опилки. Температура воздуха в помещениях вивария поддерживалась в диапазоне 18-200С при относительной влажности 60-70%. Животные ежедневно получали надлежащий уход. Животные были получены из вивария ФИЦ Института цитологии и генетики СО РАН и содержались в специальных установках для SPF-вивариев в IVC-системах индивидуально вентилируемых клеток  со свободным доступом к корму и воде. Все манипуляции с животными проводились в строгом соответствии с требованиями и рекомендациями «Руководства по содержанию и использованию лабораторных животных».
Для экспериментальной коррекции, моделированного гипотиреоза был приготовлен сухой экстракт из корня растения R. semenovii, относящегося к семейству толстянковых (Crassulaceae) и экстракт из корневищ и корней R. semenovii.
В качестве используемых веществ были выбраны:  1% раствор KI, 10% раствор формалина, фармацевтический препарат «Мерказолил здоровье», ООО «Фармацевтическая компания «Здоровье», Украина.  

Получение экстракта Экстракцию корня проводили следующим образом: Высушенные на воздухе корни растения R. semenovii разрезали на мелкие кусочки и хранили при комнатной температуре в течение одной недели. Высушенные образцы измельчали с помощью мельницы (SM 100, «Retsch», Haan, Германия) до получения крупного порошка. Полученный порошок (2,9 кг) из корня R. semenovii полностью фильтровали в роторном аппарате для полного выпаривания водной жидкости. Водный экстракт выдержан в течение 72 ч при температуре + 40-50⸰ С, который был упарен до постоянного веса сухих остатков (в течение 10-12 ч). Спиртовой экстракт концентрировали при пониженном давлении на роторно-вакуумном испарителе при температуре не выше 45°С с получением 300 г сухого остатка.

Моделирование экспериментального гипотиреоза осуществляли путем ежедневного перорального введения препарата «Мерказолил здоровье» из расчета 1,5 мг на 100 г массы тела в течение 15 суток беспородным белым крысам самцам в количестве 30 шт.[196]. После воспроизведения модели гипотиреоза все животные были разделены на 3 группы (по десять крыс в каждой): 

I-я группа – контрольная группа, интактные животные получавшие воду; 

2-я группа – опытная группа с экспериментальным гипотиреозом, также получавшие воду;
3-я группа – опытная группа с  экспериментальным гипотиреозом, получавшие перорально экстракт из корня R. semenovii из расчета 1,0 мг на 100г массы тела. 

4-я группа – опытная группа с экспериментальным гипотиреозом, получавшие перорально экстракт из корня R. semenovii из расчета 1,0 мг на 100 г массы тела с добавлением калия йодида из расчета 1 мкг на 100 г массы тела. Животные получали воду и вышеназванные вещества для коррекции в течение 28 дней. Все животные находились на общевиварном рационе. 

После завершения эксперимента проводили забой животных под эфирным наркозом и осуществляли забор крови в вакутейнеры содержащие антикоагулянт К3ЭДТА и активатор свертывания крови с разделяющим гелем для проведения гематологического и биохимического анализа (оценка функции печени, почек, поджелудочной железы по показателям белкового, углеводного, липидного обмена). При вскрытии лабораторных животных оценивали наличие макроморфологических изменений сердца, почек, печени, поджелудочной железы. Органы взвешивали, рассчитывали массовые коэффициенты органов, затем материал фиксировали и помещали в 10% раствор формальдегида. Для подтверждения гипотиреоза исследовали уровни ТТГ, свободного Т4, свободного Т3 и ТГ в сыворотке крови с использованием коммерческих наборов на автоматическом иммунохемилюминесцентном анализаторе «Immulite 2000XPi» (Siemens, Германия). После забоя животного щитовидную железу помещали в 10% нейтральный формалин с последующей стандартной обработкой на гистологическом комплексе «МИКРОМ» и заливкой в парафиновые блоки. Срезы толщиной 3 - 4 мкм окрашивали гематоксилином и эозином с дополнительной окраской по методу ШИК - гематоксилином - оранжевый G. Степень повреждения оценивали по следующим критериям: наличие дегенеративно-пролиферативных изменений, степень наполненности, наличие воспалительно-клеточной инфильтрации. Все исследования на животных были выполнены с соблюдением этических принципов, а также правилами, изложенными в руководстве «Правил проведения доклинических исследований, медико-биологических экспериментов и клинических испытаний в РК» (от 25 июля 2007 года N 442).

2.7 Методики определения антиаритмического и aнтигипертензивного эффекта экстракта R. semenovii
2.7.1 Антиаритмическая активность

Хлоридкальциевая модель аритмии: аритмию вызывали однократным введением в бедренную вену 10% раствора CaCl2 в дозе 250 мг/кг. Высокие дозы хлористого кальция (свыше 250 мг/кг) вызывают летальные нарушения сердечного ритма как в результате прямого воздействия на кардиомиоциты, связанного с повышением ионной проводимости мембраны, так и в результате опосредованного действия, связанного с активацией симпатического влияния на миокард. Внутривенное введение хлористого кальция бодрствующим крысам в виде 10% раствора в дозе 200-250 мг/кг вызывало нарушения сердечного ритма двух типов: у 80% животных уже на 1-й минуте возникала фибрилляция желудочков, у остальных 20% животных желудочковые экстрасистолы в сочетании с синусовой брадикардией и блокадой сменялись появлением коротких периодов желудочковой тахикардии или спонтанно обратимой фибрилляции желудочков.

 
Адреналиновая модель аритмии: аритмию вызывали однократным введением адреналина гидрохлорида (АГ) в бедренную вену в дозе 0,3 мг/кг. Эта доза смертельна для крыс в 100% случаев. Адреналин воздействует на бета-1-адренорецепторы, локализованные в миокарде. Возбуждая их, адреналин повышает все 4 функции сердца. Он индуцирует силу, частоту сокращений, улучшает проводимость и повышает автоматизм. В результате увеличиваются ударный и минутный объемы. Это сопровождается усилением метаболизма миокарда и повышением потребления кислорода миокардом. Работоспособность сердца снижается. При введении большой дозы адреналина возникает сердечная аритмия в виде резкой брадикардии, деградации комплекса QRS и амплитуды зубца R, а также фибрилляции желудочков.

Запись ЭКГ выполнялась во втором стандартном отведении на аппарате LabLinc V модели v75-11. «Coulbourn tools (США). Определение показателей артериального давления проводили в остром эксперименте путем введения канюли в сонную артерию. Регистрацию показателей проводили с помощью прибора фирмы «ЛабЛинк В» модели В75-25А. «Coulbourn tools» (США). Антиаритмическую активность исследуемого соединения определяли в дозах  2,5 и 5 мг/кг, антигипертензивную активность − в дозе 10 мг/кг при внутривенном введении [38, с289].

Эксперименты проводили на крысах самцах линии Вистар, массой 200-230 г. После декапитации вскрывали брюшную полость с последующим выделением сердца. Правое предсердие отделяли микроножницами и помещали в физиологическом растворе Рингера-Локка (Ммоль/Л, NaCl 118, KCl 5.6, CaCl2 0.25, NaHCO3 25, глюкоза 1), предварительно нагретого до 370С. Ванночку с выделенным предсердием подносили к органной бани (PanLab, Spain) и фиксировали с одной стороны к трансдьюсеру, с другой стороны к металлическому стержню, после чего опускали в кювету объемом 10 мл., за-полненную раствором Рингера-Локка при температуре 37⸰С, который оксигенировался 95% кислородом. Анализ данных и запись вели в программе Protowin; Panlab Technology в органной бане Panlab, Compact organ bath, Panlab, (Испания) для биологических исследований. Сухой спиртовый экстракт Rhodiola semenovii и вещества сравнения растворяли в физрастворе в концентрациях 1х10-3, 1х10-4, 1х10-5. М
Согласно «Руководству по проведению доклинических исследований лекарственных средств» Ч.1., под редакцией Миронова А.В., − Москва, 2012.

2.7.2.Антигипертензивный эффект. 

Антигипертензивный эффект экстракта определяли при внутривенном введении в бедренную вену в дозе 10 мг/кг во время мониторинга давления путем введения датчика в сонную артерию крыс. Определение параметров артериального давления проводили в остром эксперименте путем введения канюли в сонную артерию. Регистрация показателей вели с помощью прибора фирмы «LabLinc V» model v75-25А. «Coulbourn instruments» (США). Статистическая обработка данных проводилась посредством усреднения основных показателей артериального давления (систолического).

2.8  Методики определения гематологических и биохимических показателей 
После завершения эксперимента у всех животных проводили забор периферической крови для гематологических и иммунохимических исследований в вакутайнеры, содержащие антикоагулянт К3ЭДТА и активатор свертывания с разделительным гелем.  Гематологические исследования проводились на автоматическом гематологическом анализаторе Sysmex XS 550-i (Япония). Уровни ТТГ, свободного Т4 и Т3, ТГ в сыворотке крови для подтверждения гипотиреоидного состояния на автоматическом иммуннохемилюминесцентном анализаторе «Immulite 2000XPi» Siemens (Германия). Кровь центрифугировали 20 мин при 1000 об/мин для получения плазмы. Изучали основные биохимические показатели: общий белок, г/л, альбумин. г/л, мочевина, ммоль/л, креатинин, мкмоль/л, мочевая кислота, мкмоль/л, щелочная фосфатаза, ммоль//л, аланинаминотрансфераза, мккат/л, аспартатаминотрансфераза, глюкоза, ммоль/л, холестерин, ЛПВП, ЛПНП, ммоль/л, триглицериды, ммоль/л. Результаты исследований регистрировали на автоматическом биохимическом анализаторе BioChem-200. Все обследования животных проводились с соблюдением этических принципов, а также правил, изложенных в методических указаниях «Правила проведения доклинических ис-следований, медико-биологических экспериментов и клинических испытаний в Респуб-лике Казахстан» (от 25 июля 2007 г. 442).
2.9 Методики статистического анализа
Обработку данных проводили с помощью программы «Statistica 10.0» в пакете программ MS Offis Excel 2010 (Microsoft Corp., Редмонд, Вашингтон, округ Колумбия, США). Для анализа различных значений между образцами использовали t-критерий Стьюдента при p<0,05 (Statistica 12, StatSoft Inc., Талса, США). Атипичные значения, основанные на данных, были исключены из t-критерия данных. Рассчитывали стандартную ошибку выборочного среднего. Знаки плюс/минус в таблицах показывают стандартную среднюю ошибку. На графиках показаны средние значения со стандартными планками ошибок. Знаки * и ** указывают на достоверность результатов при уровне значимо-сти 0,05 и 0,01 соответственно (если не указано иное). 
Корреляционный анализ для выявления донорно-акцепторных связей в динамике онтогенеза и многофакторный анализ основных компонент (биологически активных веществ при воздействии стрессовых факторов) - РCA - были выполнены с использованием пакета программ RStudio (v. 2022.07.2+576 ‘Spotted Wakerobin’, RStudio PBC, 2022).

3  РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
3.1 Анализ накопления БАВ у R. semenovii в динамике вегетации in situ
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Примечание. а) виргинильная стадия (v), б) генеративное (g1), в) генеративное (g2)
Рисунок 1− Растения R. semenovii на различных стадиях вегетации 

В данном исследовании метаболический профиль R. semenovii, включающий лекарственно-активные компоненты, изучался в контексте донорно-акцепторных взаимодействий in situ в динамике роста и развития. 

Сравнительный количественный анализ на основе спектров ГХ-МС позволил идентифицировать в тканях имматурных растений R. semenovii 35 метаболитов разных классов, в тканях цветущих растений 68 метаболитов и в тканях взрослых растений 40 метаболитов. Метаболический профиль R. semenovii в условиях естественной вегетации продемонстрировал количественные вариации содержания вторичных метаболитов на разных фазах онтогенеза. В то же время повышенная экспрессия большинства обнаруженных метаболитов в корне может служить подтверждением повышенной на этом этапе развития способности корня к поглощению микроэлементов, в том числе в условиях недостаточного водообеспечения. Об этом, в частности, свидетельствует идентификация нами в корнях имматурных растений липофильных алканов, углеводородов, такие как генукозан и тетратетраконтан, которые, согласно данным литературы, характерны для аридных регионов. Данные представлены на рисунке 2 и в таблице 1.
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Примечание. а) Сравнение по классам метаболитов в корне и стебле, %. буквы над столбцами обозначают значимые различия, *– статистически достоверные изменения при p ≤ 0,05; n = 5 растения для всех вариантов; б) Имматурные растения R. semenovii.
Рисунок 2 – Классы вторичных метаболитов имматурных растениях R. semenovii

Согласно данным, представленным на рисунке 2 и в таблице 1, имматурные растения имеют более высокую концентрацию метаболитов в корне, причем наибольшая доля приходится на эфиры жирных кислот, кетоны, в том числе циклические кетоны, лактоны, углеводороды, производные диоксолана и терпены.

Таблица 1− Содержание вторичных метаболитов, имматурных растения R. Semenovii
	Классы метаболитов
	корень
	побег

	
	содержание, %
	содержание, %

	1
	2
	3

	эфиры жирных кислот

	9,12-октадекадиеновая кислота, метиловый эфир
	-
	2,3±0,03

	9,12,15-октадекатриеновая кислота, метиловый эфир
	-
	1,4±0,02

	Этил-9,12,15-октадекатриеноат (этил-9α-линоленат, этиловый эфир линоленовой кислоты)
	5,3±0,31
	-

	н-октадециловый эфир уксусной кислоты
	9,3±0,19
	-

	всего
	14,6±0,12
	3,7±0,05

	эфиры жирных спиртов

	1-докозанол, ацетат
	7,9±0,72
	-

	Продолжение таблицы 1

	1
	2
	3

	всего
	7,9±0,72
	

	кетоны

	1-фенил-2-бутанон
	10±0,83
	7,6±0,29

	2-пропанон, 1-ацетилокси
	3,7±0,02
	1,3±0,02

	5-гексен-2-один
	-
	5,7±0,55

	всего
	13,7±0,92
	14,6±0,52

	циклические кетоны

	4-циклопентен-1,3-дион
	5,8±0,60
	1,9±0,27

	1,2-циклопентандион, 3-метил
	0,8±0,21
	0,8±0,16

	2-циклопентен-1-он, 2-гидрокси-3-метил
	2,8±0,02
	-

	всего
	9,4±0,65
	2,7±0,04

	лактоны

	бутиролактон
	5,8±0,06
	-

	2-гидрокси-гамма-бутиролактон
	11,4±0,58
	-

	2(5H)-фуранон,3-метил
	-
	5,5±0,38

	всего
	17,2±1,12
	5,5±0,38

	производные диоксолана

	1,3-Диоксол-2-он,4,5-диметил
	11,8±0,90
	-

	всего
	11,8±0,90
	

	углеводороды

	генейкозан
	4,9±0,13
	-

	тетратетраконтан
	6,7±0,37
	-

	всего
	11,6±1,10
	

	углеводы и их производные

	лактоза
	-
	35,4±0,58

	Этил α-d-глюкопиранозид
	-
	9,7±0,41

	всего
	
	45,1±0,95

	циклические пероксиды

	1,2,4,5-Тетроксан, 3,3,6,6-тетраметил
	-
	1,5±0,06

	всего
	
	1,5±0,06

	аминокислоты и их производные

	L-аланин, N-(2-фуроил), гексиловый эфир
	1,6±0,05
	-

	всего
	1,6±0,05
	

	шестичленные азотсодержащие гетероциклы

	Пиразин, 2,5-диметил
	-
	1,1±0,01

	Пиримидин, 4,6-диметил
	-
	0,8±0,03

	2-аминопиримидин-1-оксид
	-
	3,0±0,07

	всего
	
	4,9±0,06

	пирролы

	3-метил-4-фенил-1H-пиррол
	-
	0,6±0,02

	всего
	
	0,6±0,02

	спирты

	Циклопропилкарбинол
	7,2±0,68
	-

	всего
	7,2±0,68
	

	фенолы

	Фенол, 2,6-диметокси
	-
	0,8±0,01

	всего
	
	0,8±0,01

	ди- и тритерпены

	сквален
	3,2±0,02
	7,5±0,48

	Супреен
	7,3±0,37
	-

	3,7,11,15-Тетраметил-2-гексадецен-1-ол (фитол)
	-
	2,3±0,07

	всего
	10,5±0,42
	9,8±0,68

	убихиноны

	γ-токоферол
	2,1±0,03
	2,3±0,03

	Витамин Е
	1,7±0,02
	4,6±0,12

	Всего
	3,8±0,27
	6,9±0,34

	эфиры бензойной кислоты

	Продолжение таблицы 1

	1
	2
	3

	Бензойная кислота,гептиловый эфир
	0,7±0,02
	-

	Всего
	0,7±0,02
	

	эфиры фосфорной кислоты

	Фосфорная кислота, диэтилнониловый эфир
	-
	1,4±0,16

	Всего
	
	1,4±0,16


Наибольшую концентрацию терпенов мы наблюдали в растениях R. semenovii на начальных стадиях развития. Так, 3,7,11,15-тетраметил-2-гексадецен-1-ол, идентифицированный нами в побеге, который можно рассматривать как гидрированный дитерпеновый спирт, который входит в состав хлорофилла. Без терпенов процессы роста и развития растений невозможны, так как к этому классу соединений относятся многие фитогормоны. Сравнительно небольшое количество полезных биологический активных веществ, в побегах имматурных растений, выявленное в нашем эксперименте, свидетельствует о том, что молодые растения имеют повышенную потребность в первичных метаболитах и питательных веществах.
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Примечание. а) Сравнение по классам метаболитов в корне и стебле, %. буквы над столбцами обозначают значимые различия, *– статистически достоверные изменения при p ≤ 0,05; n = 5 растения для всех вариантов; б) Цветущие растения R. semenovii.
Рисунок 3 – Классы вторичных метаболитов цветущих растений R. semenovii 

Как следует из данных, представленных на рисунке 3 и в таблице 2, нормально функционирующие фотосинтезирующие листья и другие зеленые ткани во время репродуктивного роста содержали наиболее высокий наиболее высокий уровень углеводов и их производных, углеводородов, а также альдегидов  и кетонов, в приходится на функционирующие фотосинтезирующие листья цветущих растений R. semenovii, так как они в период репродуктивного роста являются основным источником углерода и органического азота.

При этом корни, накапливающие углеводов и их производных, эфиры моно- и дикарбоновых кислот, фенолы  и азот в форме оксимов  и на данном этапе развития становятся конкурирующим с цветами акцептором продуктов фотосинтеза.
Таблица 2 – Содержание вторичных метаболитов цветущих растений R. Semenovii

	Классы метаболитов
	корень
	побег
	цветок

	
	содержание, %
	содержание, %
	содержание, %

	1
	2
	3
	4

	эфиры жирных кислот

	9,12-октадекадиеновая кислота, этиловый эфир
	2,6±0,04
	3,1±0,06
	-

	Этил-9,12,15-октадекатриеноат (этил-9α-линоленат, этиловый эфир линоленовой кислоты)
	-
	5,6±0,31
	-

	Гексадекановая кислота, этиловый эфир (эфир пальмитиновой кислоты)
	2,3±0,02
	4,0±0,31
	3,1±0,03

	всего
	4,9±0,48
	12,7±0,25
	3,1±0,03

	эфиры монокарбоновых кислот

	Пропановая кислота, 2-оксометиловый эфир
	22,1±1.23
	-
	-

	Пропановая кислота, пропиловый эфир
	1,1±0,04
	-
	-

	Уксусная кислота, этоксигидрокси-

этиловый эфир
	-
	1,05±0,02
	1,0±0,01

	Метоксиуксусная кислота, циклобутиловый эфир
	-
	-
	2,1±0,01

	Пентановая кислота, 2-гидрокси-3- метиловый эфир
	-
	-
	1,5±0,01

	всего
	23,2±0,96
	1,05±0,02
	4,6±0,07

	эфиры дикарбоновых кислот

	Метиловый эфир 3-оксобутановой кислоты
	1,5±0,02
	-
	-

	Этиловый эфир 2-(ацетилокси)-2-метил-3-оксобутановой кислоты
	0,5±0,01
	-
	-

	Фумаровая кислота, 3-метилбут-3-енилтридеци- ловый эфир
	-
	0,7±0,22
	-

	Этандиовая кислота, диэтиловый эфир
	-
	1,3±0,22
	-

	всего
	2,0±0,27
	2,0±0,24
	

	Тиоэфиры

	Пропантиовая кислота, S-пентиловый эфир
	0,5±0,24
	-
	-

	всего
	0,5±0,24
	
	

	эфиры фосфорной кислоты

	Фосфорная кислота, диэтилнониловый эфир
	-
	1,4±0,22
	1,4±0,34

	всего
	
	1,4±0,22
	1,4±0,34

	эфиры бензойной кислоты

	Бензойная кислота, гепт-2-иловый эфир
	0,3±0,01
	-
	-

	Бензойная кислота, тетрадециловый эфир
	-
	-
	0,5±0,02

	Бензойная кислота, пентадециловый эфир
	0,4±0,01
	-
	-

	Продолжение таблицы 2

	1
	2
	3
	4

	1,2-бензолди карбоновая кислота, бис(2-метилпропиловый) эфир
	1,6±0,06
	-
	-

	всего
	2,3±0,02
	
	0,5±0,02

	алифатические эфиры

	Аллилацетат
	-
	1,6±0,16
	-

	i-пропил 12-метилтридеканоат
	-
	-
	0,6±0,02

	всего
	
	1,6±0,16
	0,6±0,02

	Эфиры

	Этан, 1,2-бис[(4-амино-3-фуразанил)окси]
	0,6±0,02
	-
	-

	Пентан, 1,1-диэтокси 
	-
	1,0±0,29
	0,9±0,05

	всего
	0,6±0,06
	1,0±0,29
	0,9±0,05

	алифатические нитрилы

	Пропанитрил, 3-метокси
	-
	-
	2,4±0,22

	всего
	
	
	2,4±0,22

	Кетоны

	2-пропанон, 1-(ацетилокси)-
	2,7±0,19
	-
	-

	5,9-Додекадиен-2-он, 6,10-диметил-, (Е,Е))
	0,8±0,06
	-
	-

	2-пропанон, 1-ацетилокси-(2)
	-
	2,8±0,05
	-

	5-гексен-2-один
	-
	-
	5,1±0,14

	2-гексанон, 5-метил
	-
	-
	3,0±0,04

	всего
	3,5±0,07
	2,8±0,05
	8,1±0,21

	циклические кетоны

	4-циклопентен-1,3-дион
	-
	3,6±0,37
	-

	2-циклопентен-1-он, 2-гидрокси
	-
	5,8±0,37
	-

	1,2-циклопентандион
	4,2±0,30
	-
	-

	1,2-циклопентан- дион, 3-метил
	-
	2,1±0,03
	-

	2-циклопентен-1-он, 2-гидрокси-3-метил
	1,6±0,16
	-
	-

	1,2-циклогексан- дион
	0,7±0,01
	0,9±0,05
	-

	всего
	6,5±0,30
	12,4±0,73
	

	лактоны, включая производные фурана

	бутиролактон
	1,7±0,02
	2,3±0,05
	1,6±0,05

	2-гидроксигамма-бутиролактон
	11,9±0,29
	20,9±0,34
	-

	2',3'-Дидезоксири бонолактон
	1,9±0,16
	-
	-

	2(5H)-фуранон
	3,9±0,07
	4,3±0,05
	1,0±0,01

	2(5H)-фуранон,3-метил-
	-
	-
	7,1±0,35

	2,5-Диметил-4-гидрокси-3(2H)-фуранон
	-
	7,5±0,22
	-

	2(3H)-фуранон, 5-ацетилдигидро-
	0,9±0,25
	-
	-

	2(3H)-фуранон, 5-гептилдигидро-
	-
	0,9±0,19
	-

	всего
	20,3±0,27
	35,9±0,55
	9,7±0,89

	другие производные фурана

	2-фуранметанол
	1,8±0,05
	1,9±0,16
	-

	2,5-Фурандион, 3-метил- (9)
	-
	-
	-

	Бензофуран,2,3-дигидро-
	3,8±0,05
	3,8±0,04
	-

	всего
	5,6±0,07
	5,7±0,07
	

	Альдегиды

	нонан
	-
	-
	2,3±0,03

	Бензолацетальдегид
	-
	-
	6,6±0,39

	Пентанал
	5,6±0,07
	5,9±0,09
	-

	Бензальдегид, 3-метил-
	-
	-
	2,5±0,02

	Октадеканал
	-
	-
	2,5±0,02

	Тетрадеканал
	-
	-
	1,5±0,03

	всего
	5,6±0,19
	5,9±0,09
	15,4±1,49

	спирты

	Этанол, 2-(9-октадеценилокси)-(Z)
	-
	0,5±0,02
	-

	Циклопропилкарбинол
	-
	-
	1,2±0,02

	всего
	
	0,5±0,02
	1,2±0,02

	Углеводороды

	Продолжение таблицы 2

	1
	2
	3
	4

	тетрадекан
	-
	-
	1,4±0,03

	генейкозан
	-
	-
	21,3±0,43

	Октадекан, 3-этил-5-(2-этилбутил)
	-
	-
	1,6±0,02

	Гептадекан, 9-гексил
	-
	1,4±0,09
	-

	всего
	
	1,4±0,09
	24,3±0,57

	углеводы и их производные

	Продолжение таблицы 2

	1
	2
	3
	4

	Диэтилмеркапталь d-маннозы
	1,0±0,01
	-
	-

	сахароза
	4,8±0,21
	8,6±0,51
	17,0±0,39

	β-D-глюкопираноза, 1,6-ангидро
	-
	3,8±0,03
	-

	всего
	5,8±0,05
	12,4±0,63
	17,0±0,39

	производные диоксолана

	1,3-Диоксол-2-он,4,5диметил-
	6,6±0,17
	-
	-

	всего
	6,6±0,17
	
	

	Фенолы

	Фенол
	0,9±0,07
	0,9±0,07
	-

	Фенол, 2,6-диметокси-
	0,5±0,05
	-
	1,8±0,02

	всего
	1,4±0,04
	0,9±0,07
	1,8±0,02

	ди- и секвитерпены

	3,7,11,15-тетраметил-2-гексадецен-1-ол (фитол)
	-
	1,96±0,06
	0,4±0,04

	2-пентадеканон, 6,10,14-триметил-
	-
	-
	1,0±0,01


	всего
	
	1,96±0,06
	1,4±0,03

	Салицилаты

	гомосалат
	-
	-
	1,6±0,07

	всего
	
	
	1,6±0,07

	оксимы

	Оксим-, метокси-фенил-
	11,1±0,32
	-
	-

	всего
	11,1±0,32
	
	

	алкалоиды

	2(1H)-пиридинон, 6-гидрокси-
	-
	-
	6,0±0,07

	всего
	
	
	6,0±0,07


Соединения углерода, накапливающиеся в различных акцепторных органах, играют значительную роль как в качестве структурных компонентов клеток, так и в качестве участников дыхательного метаболизма. Об этом свидетельствуют идентифицированные нами в корне и побеге аминокислоты и их производные, а также шестичленные азотсодержащие гетероциклы и пирролы в побеге. Эти взаимодействия лежат в основе таких важнейших процессов, как цветение, способность к репродукции и, конечно же, устойчивость к множественным стрессорам, поскольку перемещение углеводов из «донорных» органов обеспечивают субстраты, необходимые для роста «акцепторных» органов. Клетки паренхимы и флоэмы корня на этом этапе онтогенеза могут работать как резервный пул для временного хранения углеводов, и если до завязывания семян они являются акцепторами, то во время завязывания семян они уже играют роль донора [197,198]. 

Что касается цветов, они не просто поглотители углеводов и аминокислот. Как показано в литературе, они используют их в качестве основы для синтеза ферментов и структурных белков, а также предшественников богатых азотом вторичных метаболитов и сигнальных молекул. Спектр вторичных метаболитов, обнаруженных в корне и побеге растений в фазу цветения, расширился. 
Как показывают результаты на рисунке 3 и в таблице 2 относительно высокое содержание алкалоидов и алифатических нитрилов в цветках R. semenovii. При этом в корне уменьшилось количество эфиров жирных кислот, кетонов и циклических кетонов, производных диоксоланона, а углеводороды и терпены отсутствовали. 

Количество лактонов (включая производные фурана) увеличилось до 20,3%. Кроме того, было идентифицировано довольно значительное количество эфиров монокарбоновых кислот и оксимов, которые ранее не обнаруживались в корне.
Метаболический спектр побегов на этой стадии вегетации был количественно разнообразнее и богаче, чем таковой в корнях. Максимум веществ в побеге приходился на лактоны, включая производные фурана, эфиры жирных кислот, кетоны и циклические кетоны, углеводы и их производные. При этом наибольшое количество идентифицированных метаболитов в побегах приходилось на цветки, особенно углеводородов, углеводов и их производных, альдегидов, лактонов (включая производные фурана) и кетонов. При этом, алкалоиды, салицилаты и алифатические нитрилы были обнаружены только в цветках. 
Мы предполагаем, что уровень стрессоустойчивости цветка R. semenovii может в первую очередь определять наличие терпеноидов, лактонов, фенолов.

Данные, представленные на рисунке 4 и в таблице 3, показывают классы органических соединений в метаболическом профиле взрослых растений R. semenovii при созревании семян.

Согласно предоставленной информации, на данном этапе развития в корне количественный анализ ГХ-МС позволяет идентифицировать достаточно значительное содержание класса компонентов, с оксимами, лактонами, и кетоны являются наиболее распространенными, включая циклические кетоны, тогда как в побегах и семенах были идентифицированы только эфиры жирных кислот и терпены.

В метаболическом спектре корня на этапе созревания семян преобладают биологически активные оксимы, лактонами, циклические кетоны, спирты и производные фурана наиболее распространены кетоны с учетом циклических кетонов.
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Примечание. а) Сравнение по классам метаболитов в корне и стебле, %. буквы над столбцами обозначают значимые различия, *– статистически достоверные изменения при p ≤ 0,05; n = 5 растения для всех вариантов; б) Взрослые растения R. semenovii. В период созревания семян 
Рисунок 4 − Классы вторичных метаболитов, взрослые растения R. semenovii. в период созревания семян 
В наших опытах выявлено повышенное содержание эфиров жирных кислот и терпены в побегах и семенах на этой стадии онтогенеза. Семена выполняют функцию основного акцептора, активирующего образование эндосперма. Полученные результаты также подтверждают мнение о том, что к концу фазы формирования семян (по мере увеличения мощности поглощения последних) поступление ассимилятов к корням снижается.
С достаточно высокой степенью корреляции выявлены некоторые закономерности синтеза и перераспределения метаболитов как в корне, так и в побеге у растений R. semenovii в течение вегетационного периода, на которые влияют донорно-акцепторные взаимодействия. Данные представлены на (рисунке 5)

Таблица 3 − Содержание вторичных метаболитов растений R. semenovii при созревании семян

	Классы метаболитов
	корень
	побег

	
	содержание, %
	содержание, %

	1
	2
	3

	Жирные кислоты

	Олеиновая кислота
	0,9±0,03
	-

	всего
	0,9±0,03
	

	Эфиры жирных кислот

	9,12-октадекадиен –овая кислота, этиловый эфир
	-
	32,3±1,04

	9,12-октадекадиен- овая кислота, метиловый эфир
	4,9±0,13
	-

	9,12,15-октадекатриеновая кислота, метиловый эфир
	0,8±0,09
	-

	Гексадекановая кислота, этиловый эфир (эфир пальмитиновой кислоты)
	-
	20,5±0,48

	Этил 9,12,15-октадекатриеноат
	-
	39,7±0,44

	этилолеат
	-
	2,8±0,04

	н-октадециловый эфир уксусной кислоты
	8,04±0,19
	-

	всего
	13,74±0,24
	

	Эфиры монокарбоновых кислот

	Пропановая кислота, 2-оксо-, метиловый эфир
	1,5±0,08
	-

	2-пропеновая кислота, 2-метил-, гексиловый эфир
	0,7±0,01
	-

	Пентановая кислота, 2-гидрокси-3-метил-, метиловый эфир
	2,4±0,02
	-

	всего
	4,6±0,09
	

	Оксимы

	Оксим-, метокси-фенил
	12,3±0,29
	-

	всего
	12,3±0,29
	

	Кетоны

	2-пропанон, 1-ацетилокси-(2)
	1,5±0,02
	-

	2-пропанон, 1-(ацетилокси)
	2,1±0,03
	-

	5,9-Додекадиен-2-он, 6,10-диметил-, (Е,Е)
	2,1±0,03
	-

	5-гексен-2-один
	1,9±0,02
	-

	2-гексанон, 5-метил
	1,4±0,03
	-

	всего
	8,6±1,9
	

	Циклические кетоны

	1,2-циклогексан дион
	0,7±0,07
	-

	1,2-циклопентандион
	1,4±0,09
	-

	1,2-циклопентан- дион, 3-метил-
	1,2±0,03
	-

	2-циклопентен-1,4-дион
	2,6±0,05
	-

	2-циклопентен-1-он, 2-гидрокси -
	2,7±0,04
	-

	2-циклопентен-1-он, 2-гидрокси-3-метил-
	1,9±0,03
	-

	4-циклопентен-1,3-дион
	3,4±0,09
	-

	всего
	13,9±0,82
	

	Спирты

	Циклопропилкарбинол
	2,3±0,02
	-

	Триэтиленгликоль
	1,6±0,02
	-

	Этанол, 2,2'-оксибис(2,1-этандиилокси)
	2,1±0,01
	-

	всего
	6,0±0,07
	

	Производные диоксолана

	2-трет-бутил-4-метил-5-оксо-[1,3]диоксолан-4-карбоновая кислота
	2,4±0,03
	-

	1,3-Диоксол-2-он,4,5-диметил-
	3,2±0,04
	-

	всего
	5,6±0,05
	

	Углеводы и их производные

	α-D-глюкопирано-за, 4-O-β-D-галактопиранозил-
	0,9±0,06
	-

	Диэтилмеркапталь d-маннозы
	0,8±0,03
	-

	сахароза
	2,1±0,45
	-

	генейкозан
	1,8±0,04
	-

	Продолжение таблицы 3

	1
	2
	3

	всего
	5,6±0,07
	

	Лактоны

	бутиролактон
	0,7±0,03
	-

	2-гидрокси-гамма-бутиролактон
	8,6±0,22
	-

	2(5H)-фуранон,

3-метил-
	2,4±0,03
	-

	всего
	11,7±0,83
	

	Производные фурана

	2,5-Фурандион, 3-метил- (9)
	0,5±0,01
	-

	2(3H)-фуранон, 5-ацетилдигидро-
	0,6±0,01
	-

	2-фуранметанол
	0,8±0,02
	-

	Бензофуран,

2,3-дигидро-
	1,0±0,01
	-


	2-фуранкарбоксальдегид, 5-(гидроксиметил)-
	1,0±0,01
	-

	1,2-этандиол, 1-(2-фуранил)-
	1,8±0,02
	-

	2',3'-Дидезоксири бонолактон
	1,4±0,02
	-

	всего
	11,8±1,16
	

	Производные пирана

	4H-Пиран-4-он, 2,3-дигидро-3,5-дигидрокси-6-метил-
	0,5±0,02
	-

	4H-Пиран-4-он, 2-этил-6-метил-
	0,9±0,06
	-

	всего
	1,4±0,22
	

	Эфиры аминокислот

	L-аланин, N-(2-фуроил)-, этиловый эфир
	0,9±0,06
	-

	L-аланин, N-(2-фуроил)-, пропиловый эфир
	0,8±0,04
	-

	всего
	1,7±0,62
	

	Фенолы

	1,2-бензендиол, 3-метил-
	0,4±0,01
	-

	2-метокси-4-винилфенол
	0,6±0,02
	-

	Фенол
	0,8±0,03
	-

	1,2-бензендиол
	1,2±0,05
	-

	всего
	3,0±0,09
	

	Эфиры бензойной кислоты

	Бензойная кислота, гептиловый эфир
	0,6±0,02
	-

	всего
	6,1±0,27
	

	Эфиры борной кислоты

	Борная кислота, диэтил-, метиловый эфир
	0,9±0,06
	-

	всего
	0,9±0,06
	

	Дитерпены

	3,7,11,15-Тетраметил-2-гексадецен-1-ол (фитол)
	-
	4,7±0,58

	всего
	
	4,7±0,58
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Рисунок 5 − Влияние фазы вегетации на корреляционные связи накопления отдельных групп вторичных метаболитов в корне и побеге R. semenovii

Так, в течение вегетационного периода накопление эфиров жирных кислот в корнях снижается, а их содержание в побеге возрастает (r = -0,5). А накопление фенолов имеет статистически достоверную обратную зависимость (r = -0,8) – в течение вегетации увеличивается их концентарация не в побеге, а в корне, достигая максимума на стадии созревания семян. Изменение содержания фенолов в органах R. semenovii в динамике вегетации происходит: у имматурных растений они выявлены в стебле, у цветущих - в корне, в стебле и в цветах, и у взрослых растений- в период созревания семян только в корне. 
Эфиры фосфорной кислоты, выявленные у имматурных растений R. semenovii в стебле  и у цветущих растений в стебле и в цветах, наглядно подтверждают тот факт, что накопленные в результате реакций фотосинтеза первичные продукты расходуются в дыхании, а запасенная в виде высокоэнергетических эфирных связей фосфорной кислоты энергия используется в процессах роста. 
Наибольшая концентрация кетонов, терпенов и убихинонов отмечена в корне и побеге имматурных растений R. semenovii с дальнейшим снижением по мере роста (коэффициент корреляции в корне и побеге r = 0,7, r = 0,9 и r = 1 соответственно), тогда как пик накопления лактона как в корне, так и в побеге R. semenovii приходится на период цветения (r = 0,8). идентифицировали убихиноны, такие как токоферолы, активные антиоксиданты, только в корнях и побегах имматурных растений R. semenovii.

Как показывают наши экспериментальные данные, в процессе онтогенеза происходит смещение поглотительной активности органов, что представляет собой этапы выполнения морфогенетической программы развития. Остальные классы метаболитов присутствуют в корне и побеге в течение вегетации с разной динамикой. 
Метод жидкостной хроматографии был использован для обнаружения в органах R. semenovii ценного лекарственного гликозида салидрозида. Установлено, что салидрозид в течение вегетационного периода может локализоваться как в корне, так и в побеге R. semenovii в различных концентрациях в зависимости от стадии развития (рисунке 6).
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Примечание: Разные буквы над столбцами обозначают значимые различия между растениями R. semenovii на разных этапах онтогенеза, *– статистически достоверные изменения при p ≤ 0,05
Рисунок 6 − Содержание салидрозида в тканях R. semenovii в онтогенезе.

По данным литературы, высокое содержание фенольных соединений, к которым относится салидрозид, и наиболее резкие их количественные изменения наблюдаются в периоды наибольшей интенсивности жизненных функций растений [199,200]. В литературе отмечается, что максимальный уровень накопления таких вторичных метаболитов, как эфирные масла и стероидные гликозиды, часто приходится на период бутонизации и цветения [201]. В литературных источниках [202,203] зафиксировано максимальное накопление салидрозида в корне R. rosea в фазу цветения, что согласуется с данными нашего исследования о накоплении салидрозида в корне R. semenovii в в период цветения. Нами обнаружена положительная динамика накопления салидрозида в побеге R. semenovii в течение вегетационного периода с максимумом в период созревания семян, тогда как после пикового уровня во время цветения в корне отмечается дальнейшее снижение концентрации этого вещества, что может служить основанием для рекомендации сбора растительного материала в этот период без повреждения корня растения. Но при этом нами выявлена положительная динамика накопления салидрозида в побегах в течение вегетационного периода с максимумом в период созревания семян, что может служить основанием для рекомендации сбора растительного материала в этот период без повреждения корневой системы растения. Эксперимент показал изменения в синтезе и перераспределении вторичных метаболитов у растений R. semenovii в течение вегетационного периода, что свидетельствует о влиянии на метаболизм донорно-акцепторных взаимодействий. Следовательно, анализ разнонаправленных и согласованных донорно-акцепторных взаимодействий способствует комплексному изучению метаболизма растительного организма в динамике вегетации in situ. Такой подход способствует выбору наиболее оптимальных сроков сбора растительного лекарственного сырья. 


3.2 Изучение влияния абиотических стрессовых факторов на морфофизиологические параметры растения R. semenovii
Сравнение имматурных растений R. semenovii в стрессовых и контрольных условиях показало отсутствие линейного роста у растений, подвергнутых стрессовым воздействиям, по сравнению с контрольными (рисунок 7).
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Рисунок 7 − Изменение параметров роста, накопления биомассы и содержания воды у растений R. semenovii в стрессовых условиях

При этом в условиях водного дефицита отмечалось значительное снижение биомассы, а в условиях холодового стресса − ее увеличение. Содержание воды в тканях R. semenovii в стрессовых условиях водного дефицита было низким и составляло 46% по сравнению с 64% на контрольных растениях. Противоположная тенденция к увеличению гидратации тканей наблюдалась при холодовом стрессе, содержание воды составляло 68%.

Данные, представленные на рисунке 8, показывают, что стресс растений R. semenovii, вызванный как недостатком воды, так и воздействием холода, мог сопровождаться значительным снижением эффективности фотосинтетического аппарата. 
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Рисунок 8 − Изменение активности фотосинтетического аппарата 

R. semenovii в стрессовых условиях

Показано уменьшение значений максимального квантового выхода фотосистемы II (ФСII) (отношение Fv/Fm). Скорость нециклического транспорта электронов через ФСII (ETR) снижалась. Значения параметра квантового выхода нерегулируемой энергии диссипации в ФСII − Y(NO) увеличились. Это указывает на возможное повреждение фотосинтетического аппарата молодых растений R. semenovii, вызванное водным и холодовым стрессом. Однако по уровню снижения квантового выхода регулируемой энергии, рассеиваемой в ФСII Y(NPQ) и значению индекса Fv/Fm, а также по уровню увеличения Y(NO), повреждение фотосинтетического аппарата было меньше в условиях холодового стресса, чем в условиях водного дефицита.

Результаты анатомического и гистологического исследования представлены на (рисунке 9). 
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Примечание. а) контроль, б) водный дефицит (прекращение полива, 72 ч), c) холодовой стресс (температура +3 ° С, 72 ч); 1 − перидерма; 2 − феллема; 3 − феллоген; 4 − феллодерма; 5 − паренхима первичной коры; 6 − зерна крахмала; Масштабная линейка = 10 мкм

Рисунок 9 − Изменение анатомического строения корня R. semenovii в стрессовых условиях

Выявлено, что в контрольных условиях корневище R. semenovii имело разреженную клеточную структуру (рисунок 9а). На поперечном срезе видна трехслойная перидерма. Клеточные стенки перидермы покрыты суберином и окрашены в коричневый цвет. Под перидермой есть три слоя, такие как феллема, феллоген и феллодерма. Кроме того, видна рыхлая паренхима с крупными клетками с многочисленными мелкими круглыми и овальными крахмальными зернами, и несформированными включениями под покровными тканями. Клетки паренхимы имеют округло-продолговатую форму.
Условия водного дефицита привели к значительной деформации клеток перидермы, их уплощению и множественным разрывам. Тургор паренхиматозных клеток снижен; зерна крахмала гидролизуются, и краситель проникает в клетки (рисунок 9б). В условиях холодового стресса клетки становились более гидратированными. Кроме того, перидерма уплотнилась, клетки первичной коры приобрели более округлую форму и интенсивно окрашивались (рисунок 9в).

Анатомическое исследование стебля R. semenovii позволило выявить расположенные в один ряд клетки эпидермиса, для которого характерно наличие слегка утолщенной кутикулы наружной стенки. Клетки ассимиляционной паренхимы, расположенные в несколько рядов под слоем эпидермиса, имели округло-удлиненную форму и чередовались с большими межклеточными пространствами. Среди клеток первичной коры встречались одиночные включения. 
Центральный цилиндр представляет собой проводящую систему смежных проводящих пучков, расположенных по кругу. Сердцевина состоит из паренхимных клеток круглой или овальной формы (рисунок 10а). 
Дефицит воды привел к изменениям в клетках первичной коры, которые стали многогранными, уплощенными и вытянутыми по направлению к центральному цилиндру. 
Проводящие пучки «сдавливались» паренхиматозными клетками, деформировались и разрушались. Включений не было выявлено. отмечена их деформация (рисунок 10б). В условиях холодового стресса включения первичной коры смещены к периферии ствола и расположены в клетках эпидермиса. 
Клетки паренхимы увеличены в размерах, более округлые и более гидратированные, межклеточные пространства отсутствовали (рисунок 10в).
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Примечание. а) контроль, б) водный дефицит (прекращение полива, 72 ч), в) холодовой стресс (температура +3 ° С, 72 ч); 1 – ассимиляционная паренхима; 2 – проводящий пучок; 3 – паренхимные клетки сердцевины; Масштабная линейка = 10 мкм

Рисунок 10 − Изменение анатомического строения стебля R. semenovii
в стрессовых условиях

Проводящие пучки «сдавливались» паренхиматозными клетками, деформировались и разрушались. Включений не было выявлено. отмечена их деформация. В условиях холодового стресса включения первичной коры смещались к периферии ствола и в клетки эпидермиса. Клетки паренхимы увеличивались в размерах, становились более гидратированными, межклеточные пространства отсутствовали (рисунок 11a). Показано влияние стрессов на анатомическую структуру листа (рисунок 11б). 
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Примечание. а) контроль, б) водный дефицит (прекращение полива, 72 ч), в) холодовой стресс (температура +3 ° С, 72 ч); 1 – эпидермис; 2 – мезофилл; 3 – включения; 4 – проводящий пучок; Масштабная линейка = 10 мкм

Рисунок 11 − Изменение анатомического строения листа R. semenovii
в стрессовых условиях

Так, условия водного дефицита привели к изменению формы клеток: выявлено развитие плазмолиза, уплощение паренхимных клеток, их растяжение и смещение по направлению к проводящему пучку, деформация и разрушение проводящих тканей. Эпидермальные клетки листа R. semenovii расположены в один ряд и при наблюдении имели овальную форму, снаружи они покрыты кутикулой. Мезофилл предсталял собой клетки губчатого типа, длина которых уменьшается от внешнего к внутренним слоям. Палисадные клетки составляли 2–3 слоя. В тканях листа отмечены многочисленные точечные включения, а также очень большие площади биологически активных соединений. В центральной части листа расположены небольшие сосудистые пучки коллатерального типа (рисунок 11а).Отмечено, что биологически активные вещества сосредоточены в середине листовой пластинки, устьица погружены в мезофилл листа, клетки палисадной паренхимы разрушаются. В условиях холодового стресса листовая пластинка приобрела редкоклеточную структуру. 
Гидратированные паренхимные клетки увеличились в размерах; располагаясь в центральной части листовой пластинки, они приобрели более четкие очертания, отмечены ярко выраженные области скопления биологически активных веществ. 
Тем не менее нами отмечены специфические адаптивные механизмы и нюансы реакции как побега, так и корня R. semenovii на действие каждого из изученных абиотических стрессоров. Это, например, изменение концентраций различных эфиров БК в тканях R. semenovii, накопление фитолов в побегах в условиях холодового стресса, а также пути образования таких окисленных продуктов, как альдегиды, кетоны. лактоны и их производные, сложные эфиры низших и средних карбоновых кислот и др.
Таким образом, в условиях водного дефицита и холодового стресса морфофизиологические реакции и элементы анатомического строения органов R. semenovii в той или иной степени изменялись. Результаты исследования свидетельствуют как о повреждении хлорофиллсодержащих тканей, повышении проницаемости мембран, снижении содержания свободной воды в тканях растений, что вызывает повреждения фотосинтетического аппарата, так и о перераспределении и активизации БАВ в тканях, и, следовательно, об адаптивном потенциале R. semenovii, который у горного суккулента выше в условиях холодового стресса, нежели в условиях засухи. 
3.2.1 Изучение химического состава и фитохимического содержания основных групп БАВ R. semenovii в зависимости от воздействия абиотических стрессоров

Изменение морфофизиологических характеристик органов растений, растущих в условиях стресса, считаются важными показателями акклиматизации [204]. При этом синтез вторичных метаболитов при стрессе также является значимым компонентом, участвующим в защитных реакциях [205]. ГХ-МС анализ побегов и корней R. semenovii, растущих на контрольном и стрессовом фоне, выявил присутствие до 39 фитохимических соединений в каждом из изученных вариантов, которые могут способствовать лечебным свойствам растения. Анализ масс-спектров показал, что стрессовые условия существенно изменяют доминирующий фитохимических спектр побегов и корней R. semenovii.

Таблица 4 − Изменение содержания биологически активных веществ в побеге R. semenovii в стрессовых условиях

	Классы метаболитов
	Контроль
	Водный дефицит
	Холодовой стресс

	
	Содержание, %
	Содержание, %
	Содержание, %

	1
	2
	3
	4

	убихиноны

	4,8,12,16-тетраметилгептадекан-4-олид
	0,88±0,05
	1,35±0,06
	1,79±0,05

	γ-Tocopherol
	0,77±0,03
	1,97±0,08
	1,39±0,04

	Фитостеролы

	Луп-20(29)-ан-3-он
	8,57±0,37
	-
	-

	жирные кислоты

	17-октадециновая кислота
	7,97±0,46
	-
	-

	эфиры жирных кислот

	Гексадекановая кислота, этиловый эфир (эфир пальмитиновой кислоты)
	2,41±0,08
	3,08±0,04
	-

	Этилолеат (эфир олеиновой кислоты)
	-
	-
	1,38±0,09

	9,12-октадекадиеновая кислота, этиловый эфир

(эфир линолевой кислоты)
	2,63±0,09
	2,94±0,01
	6,10±0,45

	Этил-9,12,15-октадекатриеноат(этил-9α-линоленат, этиловый эфир линоленовой кислоты)
	-
	2,73±0,07
	3,97±0,03

	Гексадекановая кислота, 1-(гидроксиметил)-1,2-этандииловый эфир (эфир пальмитиновой кислоты)
	0,99±0,09
	0,47±0,01
	1,49±0,04

	альдегиды, гликозиды, спирты, углеводы, аминокислоты и их производные

	1-октен-3-ол
	0,65±0,03
	0,65±0,03
	-

	Бензолацетальдегид
	-
	-
	9,64±0,09

	Циклопропилкарбинол
	3,32±0,02
	2,0±0,02
	0,96±0,01

	2-пропанол, 1-хлор-, фосфат
	-
	-
	2,64±0,03

	циклические пятичленные кетоны, лактоны и их производные

	4-циклопентен-1,3-дион
	2,17±0,03
	2,44±0,03
	1,86±0,05

	2-циклопентен-1-он, 2-гидрокси
	4,99±0,14
	3,4±0,02
	2,43±0,09

	1,2-циклопентандион
	-
	3,98±0,08
	-

	бутиролактон
	-
	1,31±0,05
	1,91±0,08

	1,2-циклопентандион, 3-метил-
	1,44±0,05
	1,0±0,01
	-

	2-гидрокси-гамма-бутиролактон
	7,25±0,18
	5,4±0,06
	-

	2-циклопентен-1-он, 2-гидрокси-3-метил-
	-
	1,60±0,09
	-

	Кетоны

	2-пропанон,1-(ацетилокси)
	1,35±0,03
	2,18±0,05
	1,39±0,03

	1-фенил-2-бутанон (Эстрагол, бензилацетон)
	-
	9,33±0,05
	-

	производные фурана и пирана

	2(5H)-фуранон
	1,57±0,03
	1,22±0,02
	0,51±0,04

	2(5H)-фуранон,3-метил-
	3,23±0,06
	3,11±0,03
	1,79±0,04

	β-D-глюкопираноза, 1,6-ангидро-
	2,10±0,01
	2,1±0,02
	-

	Этил α-d-глюкопиранозид
	17,71±0,12
	15,69±0,11
	-

	Фенолы

	Фенол, 2,6-диметокси -
	1,0±0,01
	0,5±0,06
	

	производные бензойной кислоты (эфиры) 

	Бензойная кислота, гептиловый эфир
	0,69±0,03
	0,55±0,12
	-

	Продолжение таблицы 4

	1
	2
	3
	4

	Бензойная кислота, тридециловый эфир
	-
	0,68±0,05
	1,37±0,05

	Бензойная кислота, пентадециловый эфир
	0,59±0,09
	-
	-

	сложные эфиры насыщенных одноосновных кислот

	Муравьиная кислота,2,6-димет оксифениловый эфир
	-
	0,91±0,03
	

	Гексадекановая кислота, этиловый эфир
	2,41±0,07
	3,08±0,46
	-

	Гексадекановая кислота, 1-(гидроксиметил)-1,2-этандииловый эфир
	0,47±0,04
	0,99±0,01
	1,49±0,05

	эфиры фталефой кислоты

	Диизооктилфталат (ДИОП)
	0,67±0,12
	1,05±0,01
	7,08±0,05

	Фталевая кислота, бутилгепт-3-иловый эфир
	4,5±0,06
	2,9±0,22
	1,2±0,01

	эфиры фосфорной кислоты

	Фосфорная кислота, диэтилоктиловый эфир
	1,49±0,07
	2,13±0,02
	3,4±0,04

	Фосфорная кислота, диэтилнониловый эфир
	2,6±0,25
	1,6±0,01
	2,08±0,40

	ди- и тритерпены

	3,7,11,15-тетраметил-2-гексадецен-1-ол
	7,32±0,11
	7,25±0,05
	20,14±0,23

	Фитол
	5,51±0,09
	5,89±0,07
	17,92±0,08

	сквален
	1,81±0,01
	4,29±0,05
	5,08±0,05


Таблица 5 − Изменение содержания содержания биологически активных веществ в корне R. semenovii в стрессовых условиях

	Классы метаболитов
	Контроль
	Водный дефицит
	Холодовой стресс

	
	Содержание, %
	Содержание, %
	Содержание, %

	1
	2
	3
	4

	Убихиноны

	γ-токоферол
	1,84±0,01
	1,55±0,06
	0,98±0,01

	Фитостеролы

	β- Ситостерол
	2,64±0,02
	-
	3,99±0,29

	γ- Ситостерол
	-
	2,32±0,05
	3,12±0,06

	жирные кислоты

	Пропановая кислота, 3-(ацетилтио)-2-метил
	-
	0,90±0,01
	-

	эфиры жирных кислот

	Гексадекановая кислота, этиловый эфир (эфир пальмитиновой кислоты)
	9,55±0,11
	8,42±0,07
	8,63±0,08

	Этилолеат (эфир олеиновой кислоты)
	0,99±0,28
	1,15±0,02
	  0,95±0,09

	9,12-октадекадиеновая кислота, этиловый эфир (эфир линолевой кислоты)
	12,86±0,07
	12,09±0,26
	12,27±0,08

	Этил-9,12,15-октадекатриеноат (этил-9α-линоленат, этиловый эфир линоленовой кислоты)
	5,26±0,06
	4,15±0,02
	3,82±0,02

	Гексадекановая кислота, 1-(гидроксиметил)-1,2-этандииловый эфир (эфир пальмитиновой кислоты)
	-
	0,90±0,01
	-

	альдегиды, гликозиды, спирты, углеводы, аминокислоты и их производные

	1,2-этандиол, диацетат
	-
	-
	1,60±0,01

	3-октантиол, тиолацетат
	0,72±0,09
	-
	

	Циклопропилкарбинол
	4,01±0,04
	5,50±0,08
	-

	L-аланин, N-(2-фуроил)-, пропиловый эфир

(фариномалеин, натуральный малеимид)
	-
	1,20±0,01
	-

	1-докозанол, ацетат
	4,82±0,03
	-
	6,45±0,02

	Тетратетраконтан
	-
	-
	2,52±0,01

	Тетракозилацетат (восковые моноэфиры)
	9,40±0,60
	5,97±0,06
	15,11±0,22

	Октакозилацетат
	2,15±0,07
	-
	3,08±0,06

	циклические пятичленные кетоны, лактоны и их производные

	Продолжение таблицы 5

	1
	2
	3
	4

	4-циклопентен-1,3-дион
	1,98±0,08
	2,59±0,01
	2,34±0,12

	2-циклопентен-1-он, 2-гидрокси 
	3,80±0,91
	4,81±0,02
	-

	1,2-циклопентандион
	-
	-
	3,53±0,08

	бутиролактон
	1,49±0,03
	2,02±0,02
	1,65±0,01

	1,2-циклопентандион, 3-метил
	0,81±0,01
	1,27±0,01
	0,70±0,01

	2-гидрокси-гамма-бутиролактон
	4,27±0,03
	8,39±0,09
	4,10±0,03

	кетоны

	2-пропанон, 1-(ацетилокси)
	1,34±0,08
	1,89±0,08
	-

	5,9-Додекадиен-2-он, 6,10-диметил-, (E,E))-(этилгеранилацетон
	-
	1,91±0,10
	1,11±0,01

	производные фурана и пирана

	2(5H)-фуранон
	1,99±0,01
	3,38±0,10
	2,26±0,02

	2(5H)-фуранон, 3-метил-
	-
	0,57±0,01
	-

	2,5-диметил-4-гидрокси-3(2H)-фуранон
	-
	-
	5,64±0,05

	2(3H)-фуранон, 5-ацетилдигидро 
	-
	0,90±0,01
	-

	Бензофуран, 2,3-дигидро-
	2,03±0,04
	2,55±0,01
	-

	4H-пиран-4-он, 2,3-дигидро-3,5-дигидрокси-6-метил (3-гидрокси-2,3-дигидромальтол)
	1,22±0,01
	1,18±0,02
	1,27±0,01

	α-D-глюкопираноза, 4-O-β-D-галактопиранозил (целлобиоза)
	10,88±0,11
	-
	-

	α-D-глюкопиранозид, метил (Метилглюкозид)
	-
	8,55±0,06
	-

	Фенолы

	Фенол
	-
	0,61±0,04
	-

	производные бензойной кислоты (эфиры)

	Бензойная кислота, гептиловый эфир
	0,70±0,45
	-
	1,14±0,09

	Бензойная кислота, тридециловый эфир
	0,85±0,05
	0,28±0,01
	-

	Бензойная кислота, тетрадециловый эфир
	
	0,61±0,04
	

	Бензойная кислота, пентадециловый эфир
	0,93±0,03
	1,12±0,09
	1,15±00,04

	сложные эфиры насыщенных одноосновных кислот

	Гексадекановая кислота, 1-(гидроксиметил)-1,2-этандииловый эфир
	-
	0,90±0,01
	-

	Гексадекановая кислота, этиловый эфир
	7,55±0,07
	5,42±0.67
	5,63±0,06

	эфиры фталевой кислоты

	Диизооктилфталат (ДИОП)
	-
	0,70±0,37
	1,55±0,07

	Фталевая кислота, ди (2-пропилпентиловый) эфир
	0,95±0,01
	-
	-

	ди- и тритерпены

	Сквален
	3,20±0,06
	4,57±0,07
	3,45±0,06

	оксибутираты

	2-гидроксигаммабутиролактон
	1,27±0,01
	1,4±0,01
	1,2±0,01


Статистический анализ главных компонент (РСА) показал различную реакцию БАВ на действие абиотических стрессов (Таблица 6, Рисунок 12)

Таблица 6 − Факторная нагрузка фитохимических показателей на оси 1 и 2 анализа главных компонент на рис 12
	№
	вещества
	PC1
	PC2

	1
	2
	3
	4

	1
	эфиры жирных кислот
	-0,284
	0,321

	2
	убихиноны
	0,342
	-0,016

	3
	фитостеролы
	-0,358
	-0,104

	4
	альдегиды, гликозиды, спирты, углеводороды, аминокислоты и их производные
	-0,237
	0,394

	Продолжение таблицы 6

	1
	2
	3
	4

	5
	кетоны
	0,127
	-0,275

	6
	циклические пятичленные кетоны, лактоны и их производные
	-0,303
	-0,296

	7
	производные фурана и пирана
	-0,192
	-0,467

	8
	производные бензойной кислоты
	-0,332
	0,241

	9
	эфиры насыщенных одноосновных кислот
	-0,368
	-0,042

	10
	ди- и тритерпены
	0,397
	-0,011

	11
	эфиры фталевой кислоты
	0,249
	0,425

	12
	оксибутираты
	-0,086
	0,330

	Примечание: Жирным шрифтом выделены основные значимые факторы
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Рисунок 12 − График оценки фитохимических параметров 
корня и побега R. semenovii при анализе основных компонентов (PCA) 
в контрольных и срессовых условиях.
Как следует из представленных данных, в наибольшей степени реагировали на стрессовые условия убихиноны, фитостеролы, альдегиды, гликозиды, спирты, углеводороды, аминокислоты и их производные, производные фурана и пирана, производные бензойной кислоты, эфиры насыщенных одноосновных кислот, ди- и тритерпены и эфиры фталевой кислоты. При этом, изменение содержания основных метаболитов корневой системы в контрольных и стрессовых условиях различались не столь значительно, как в листостебельной части растения. При этом содержание метаболитов в условиях холодового стресса в значительно большей степени отличалось от контрольных значений, чем в условиях осмотического стресса.
Анализ выявленных метаболитов R. semenovii по классам химических соединений позволил выявить определенные закономерности. Так, в этанольном экстракте корня и стебля R. semenovii на фоне стрессовых воздействий продемонстрировано изменение содержания веществ из группы убихинонов. Отмечено увеличение содержания витамина γ-токоферола в побегах в условиях стресса и снижение его концентрации в корне (рис. 13).

[image: image21.png]= X

auws Microsoft PowerPoint - PowerPoint (C60/% akTuBaLm npoaykta)

Bxoa S Obuwwii goctyn

Tnashas Mepexogsl  Armauns

? 3‘**‘ [EIMaker - NO D.. £ Haiim
—— B cepocuts OOALLD - =] 3 3ameHnTs ~
BerasuTs Cospars 5% A { - Yropsmows N
o cnaiig~ G Pasaen~ ¢ VL - % Boigenus
Bydep obmena 3 Craiigei LWpugr AB3ay Pucosakme Peaakmpoare ~
1

A I |

ColepxaHue, %,

KOpeHb crebens KOpeHb | crebennb KOpEHb crebens

KOHTPOTb BOJIHBIT JIeHIHT, XOJI0I0BOII CTpecc
72 4. ‘ 72 u.

»

3ameTky K cnaiiny
averr Wrpmesannn NE 22 B T — 1 + s
1428

Craiig3wz3 [ aurnwiicii (CLUA)

D) @

12.02.2023





Примечание: Представленные значения являются средними (±SD). Разные буквы над столбцами обозначают значимые различия, *– статистически достоверные при p ≤ 0,05; n = 5 растение для всех вариантов обработки.
Рисунок 13 − Изменение содержания γ-токоферола у R. semenowii в условиях индуцированных стрессовых условиях.

Наблюдались колебания содержания фитостеролов, проявляющих высокую биологическую активность в различных физиологических процессах. Показано увеличение содержания β-ситостерола в корне при холодовом стрессе, образование γ-ситостерола с более высоким содержанием при холодовой обработке, чем при водном дефиците. Отмечено увеличение содержания всех выявленных эфиров жирных кислот в побеге в условиях изучаемых абиотических стрессов и снижение почти всех из них, кроме этилолеата, в условиях водного стресса в корне. 
Фармакологическое действие БАВ R. semenovii определяется также содержанием в их составе альдегидов, гликозидов, спиртов, углеводородов, аминокислот и их производных [206], содержание которых также изменялось под влиянием стрессоров. Хотя в побегах R. semenovii содержание тетракозилацетата (восковые моноэфиры) экспериментально не было обнаружено, в корне мы отметили достоверное его снижение при водном дефиците и увеличение при холодовом стрессе (рисунок 14). 
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Примечание: Представленные значения являются средними (±SD). Разные буквы над столбцами обозначают значимые различия *– статистически достоверные при p ≤ 0,05; n = 5 растение для всех вариантов обработки.

Рисунок 14 − Изменение содержания тетракозилацетата в корне R. semenowii в условиях индуцированного стресса.

Экспериментально выявлено изменение содержания циклических пятичленных кетонов, лактонов и их производных в условиях стресса. При водном дефиците отмечена тенденция к увеличению содержания кетонов в корне, тогда как холодовой стресс вызывал снижение концентрации некоторых из них. В условиях водного дефицита выявлено увеличение психоактивного оксибутирата 2-Гидрокси-гамма-бутиролактона в корне и снижение его концентрации в условиях холодового стресса при полном отсутствии в стрессовых условиях в побеге. Особое значение в формировании направленности и специфичности фармакологического действия препаратов R. semenovii имеют производные фурана и пирана, содержащие активные спиртовые, альдегидные и кетоновые группы, которые также проявляют высокую биологическую активность [207]. Данные представлены на рисунке 15.
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Примечание: Представленные значения являются средними (±SD). Разные буквы над столбцами обозначают значимые различия *– статистически достоверные при p ≤ 0,05; n = 5 растение для всех вариантов обработки.

Рисунок 15 – Изменение содержания производных фурана в корне и побеге на примере 2(5H)-фуранона у R. semenovii в условиях индуцированного стресса. 

Выявлено увеличение содержания производных бензойной кислоты ароматическая карбоновая кислота в корне в стрессовых условиях. Показано значительное увеличение содержания эфира гексадекановой кислоты при стрессах в побегах и появление в условиях водного дефицита в корнях. Отмечено значительное увеличение содержания диэтилоктилового эфира фосфорной кислоты в условиях осмотического стресса, а диэтилнонилового эфира фосфорной кислоты − в условиях холодового стресса в корне. Фенолы были представлены только в побеге в контрольных условиях и в корне на фоне водного дефицита.
Абиотические стрессы вызывали увеличение содержания дитерпеновых (фитолов) в побегах и тритерпеновых (сквалена) углеводородов как в корне, так и в побегах (рисунок 16). 
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Примечание: Представленные значения являются средними (±SD). Разные буквы над столбцами обозначают значимые различия *– статистически достоверные при p ≤ 0,05; n = 5 растение для всех вариантов обработки.

Рисунок 16 – Изменение содержания сквалена в R. semenovii в условиях индуцированного стресса. 

Следовательно, накопление сквалена как в побегах, так и в корнях можно рассматривать как адаптивную реакцию на стресс у видов R. semenovii.

В целом, по результатам эксперимента можно говорить о неспецифичности многих физиологических и фитохимических реакций растительных тканей R. semenovii на действие внезапного холода или водного стресса. 
Таким образом, впервые проведено детальное изучение химического состава этанольного экстракта корней и побегов R. semenovii в условиях действия абиотических стрессов, которое позволяет констатировать, что антиоксидантная система в тканях растений является многокомпонентный и включает вторичные метаболиты. Все компоненты находятся в функциональном взаимодействии и обусловлены адаптивными стрессовыми реакциями организма. 

Результаты, полученные для метаболитов, являющихся лекарственными биологически активными веществами, полезны как для понимания механизмов защиты от неблагоприятных условий, так и для будущих подходов к направленному синтезу вторичных метаболитов, ценных для фармацевтического применения.

3.2.2 Анализ общей и специфической токсичности химических фракций из растения R. semenovii
В таблице 7 представлен процент выживаемости животных при определении острой токсичности, в зависимости от дозы экстракта R. semenovii. 
Таблица 7 – Процент выживаемости животных (крыс) в опыте по определению острой токсичности экстракта Rhodiola semenovii при дозировке 0,5 и 1,0 г
	Доза экстракта, группа
	Группа 1 (0,5 г)
	Группа 2  (1,0 г)

	Выжило
	90%
	90%

	Выбыло из опыта*
	10%*
	10%*

	Примечание: *– выбыло из опыта из-за драки и повреждений на теле


В обоих группах отмечена 100%-ная выживаемость, только 10% животных выбыли из опыта из-за драки и повреждений на теле, из чего следует, что экстракт R. Semenovii, вводимый как дозе 0,5 г, так и в дозе 1,0 г не вызывает гибели животных и не является токсичным.

Из данных, представленных в таблице 8 следует, что общее количество лейкоцитов, моноцитов, эозинофилов, базофилов и нейтрофилов и по уровню гемоглобина не имело статистически достоверных изменений как в контрольной группе, так и в группе острой токсичности. 
Таблица 8 − Гематологические показатели крыс в эксперименте по острой токсичности экстракта R. Semenovii при дозировке 0,5 и 1,0 г
	Наименование показателя, единица измерения
	Международная аббревиатура
	Контрольная группа
	 Группа 1 

     0,5 г
	Группа 2 

  1,0 г

	Общее количество лейкоцитов, 109/л
	WBC
	6,2 ± 0,4
	8,3 ± 1,1
	7,7 ± 0,7

	Общее количество эритроцитов, 1012/л
	RBC
	6,3 ± 0,5
	8,5 ± 0,9*
	8,7 ± 1,0**

	Уровень гемоглобина, г/л
	HGB
	146,0 ± 4,1
	155,0 ± 6,4
	153,0 ± 7,9

	Общее количество тромбоцитов, 103/л
	PLT
	413,4 ± 43,0
	698,4 ± 80,1*
	721,0 ± 54,8**

	Абсолютное количество нейтрофилов 109/л
	Neut
	3,1 ± 0,4
	3,7 ± 0,9
	2,9 ± 0,7

	Абсолютное количество лимфоцитов 109/л
	Lymph
	2,5 ± 0,1
	3,8 ± 0,8
	4,2 ± 0,7**

	Абсолютное содержание моноцитов 109/л
	Mono
	0,5 ± 0,1
	0,5 ± 0,1
	0,5 ± 0,1

	Абсолютное содержание эозинофилов 109/л
	Eos
	0,2 ± 0,15
	0,1 ± 0,1
	0,1 ± 0,1

	Абсолютное содержание базофилов 109/л
	Baso
	0,03 ± 0,1
	0,04 ± 0,04
	0,04 ± 0,04

	Относительное содержание нейтрофилов %
	Neut
	49,0 ± 3,6
	45,2 ± 7,4
	37,6 ± 7,3

	Относительное содержание лимфоцитов %
	Lymph
	40,4 ± 2,3
	46,2 ± 6,5
	54,2 ± 6,6

	Продолжение таблицы 8

	Относительное содержание моноцитов %
	Mono
	7,6 ± 1,8
	6,6 ± 1,9
	6,2 ± 1,4

	Относительное содержание эозинофилов %
	Eos
	2,6 ± 0,9
	1,6 ± 1,1
	1,6 ± 0,9

	Относительное содержание базофилов %
	Baso
	0,5 ± 0,15
	0,5 ± 0,5
	0,5 ± 0,5

	Примечание::*– статистически достоверные изменения в группе «Острая токсичность – 0,5 г» по отношению к контрольной группе, при p ≤ 0,005; **– статистически достоверные изменения в группе «Острая токсичность – 1,0 г» по отношению к контрольной группе, при p ≤ 0,001


Но отмечены статистически достоверные изменения в общем количестве эритроцитов у опытных групп по отношению к контрольной, и составило у контрольной группы (6,31±0,52), у группы острой токсичности (0,5)– 8,54±0,95), а в группе острой токсичности (1,0)–(8,67±1,01). А также статистически достоверные изменения по общему количеству тромбоцитов в группе острой токсичности (0,5)–(698,40±80,10) и в группе острой токсичности (1,0)–(721,00±54,77) по отношению к контрольной группе (413,40 ±43,02). 

Абсолютное содержание лимфоцитов варьировало в пределах (2,51±0,1) у контрольной группы, (3,83±0,76) в группе острой токсичности (0,5), и отмечены статистически достоверные изменения в группе острой токсичности (1,0) по отношению к контрольной группе и составило (4,19±0,67). По абсолютному содержанию моноцитов, эозинофилов, базофилов и нейтрофилов и по уровню гемоглобина статистически достоверные изменения также не были выявлены [208]. 
Согласно данным таблицы 9, не было выявлено статистически достоверных изменений (p≤0,001) по показателям печеночной и почечной функций в контрольной и опытных группах.

Таким образом, на основании результатов определения острой токсичности, было выявлено, что экстракт на основе R. semenovii не является токсичным и были рекомендованы соответствующие дозы 0,5 и 1,0 г экстракта для постановки опыта по хронической токсичности. 

Таблица 9 – Биохимические показатели печеночной и почечной функций у экспериментальных групп животных в опыте острой токсичности экстракта R. semenovii при дозировке 0,5 и 1,0 г
	Группа -животных
	Общий билиру-бин, мкмоль/л
	АлТ , МЕ/л
	АсТ, МЕ/л
	ЩФ, МЕ/л
	Мочевина, ммоль/л
	Мочевая кислота, ммоль/л
	Креати-нин, мкмоль/л

	Интакт-ные 
	5,9±0,9
	23,0±3,6
	11,5±1,9
	316,4±120,5
	3,9±0,3
	340,8±36,9
	54,0±3,7

	Продолжение таблицы 9

	Группа 1, 0,5 г
	5,6±0,2
	18,1±5,4
	10,8±5,9
	332,4±81,21
	3,8±0,5
	316,9±34,9
	52,9±4,5

	Группа 2, 1,0 г
	5,5±1,8
	14,6±7,9
	10,9±5,7
	289,2±147,3
	3,9±0,9
	301,7±51,5
	52,0±4,9

	Примечание: *– статистически достоверные изменения в группе 1 по отношению к контрольной группе, при p≤ 0.001; **– статистически достоверные изменения в группе 2 по отношению к контрольной группе, при p ≤ 0.001

АлТ – аланинаминотрансферaза, АсТ – аспартатаминотрансферaза, ЩФ-щелочная фосфатаза 


Для изучения хронической токсичности экстракта R. semenovii был проведен тест ВНД – «Открытое поле» (Таблица 10). 
Таблица 10 – Значения масс животных и массовые коэффициенты органов в опыте хронической токсичности экстракта R. Semenovii при дозировке 1,0 г

	Органы животных
	Общая масса тела
	Сердце
	Почки
	Печень
	Щитовид-ная железа (вместе с трахеей)
	Селезенка
	Желудок

	Группа животных
	
	
	
	
	
	
	

	Контроль
	238,5 ± 8,2
	3,5 ± 0,6
	2,3 ± 0,2
	9,3 ± 0,6
	1,1 ± 0,1
	4,6 ± 0,4
	39,1± 3,5

	Хроничес-кая токсичность
	274,0±11,7*
	3,7± 0,7
	2,3 ± 0,2
	10,4± 0,7
	1,1 ± 0,2
	4,7 ± 0,4
	43,1± 0,8

	Примечание: *– статистически достоверные изменения в группе «хроническая токсичность» по отношению к контрольной группе, при p≤ 0,005


В динамике наблюдения за поведением экспериментальных животных изменений не было выявлено. Отмечалось удовлетворительное состояние у всех животных на основании горизонтальной и вертикальной двигательной активности, отходов от стенки арены, выходов в центр арены, груминга. При внешнем осмотре на вскрытии не было выявлено изменений со стороны жизненно важных органов, а также пищеварительной, дыхательной, выделительной систем. 
Согласно представленным в таблице 10 данным по массам внутренних органов экспериментальных животных, в сравнении с контрольной группой у группы опыта хронической токсичности статистически достоверных изменений (p ≤ 0,001) не выявлено. Отмечался статистически достоверный (p ≤ 0,001) рост массы животных от (238,5±8,2), до (274,0±11,7), без изменения массы органов, что вероятно связано с взрослением экспериментальных животных и развитием костно-мышечной систем.

Результаты исследований по сравнительным оценкам гематологических показателей представлены в Таблице 11.
Таблица 11. Гематологические показатели крыс в опыте хронической токсичности экстракта R. semenovii при дозировке 1,0 г
	Наименование показателя, единица измерения


	МО
	Контрольная группа
	Хроническая токсичность

	Общее количество Лейкоцитов 109/л
	WBC
	6,2 ± 0,4
	6,7 ± 0,5

	Общее количество Эритроцитов 1012/л
	RBC
	6,3 ± 0,5
	6,6 ± 0,5

	Уровень гемоглобина, г/л
	HGB
	146,0 ± 4,1
	141,6 ± 3,9

	Общее количество тромбоцитов, 109/л
	PLT
	413,4 ± 43,0
	496,1 ± 51,6

	Абсолютное содержание нейтрофилов, 109/л
	Neut
	3,1 ± 0,4
	2,2 ± 0,4

	Абсолютное содержание лимфоцитов,109/л
	Lymph
	2,5 ± 0,1
	3,8 ± 0,2

	Абсолютное содержание моноцитов,109/л
	Mono
	0,5 ± 0,1
	0,5 ± 0,1

	Абсолютное содержание эозинофилов,109/л
	Eos
	0,2 ± 0,1
	0,2 ± 0,15

	Абсолютное содержание базофилов,109/л
	Baso
	0,03 ± 0,05
	0,03 ± 0,05

	Относительное содержание нейтрофилов,%
	Neut
	49,0 ± 3,6
	33,0 ± 3,7*

	Относительное содержание лимфоцитов %
	Lymph
	40,4 ± 2,3
	56,6 ± 3.2*

	Относительное содержание моноцитов,%
	Mono
	7,6 ± 1,8
	6.9 ± 1,9

	Относительное содержание эозинофилов %
	Eos
	2,6 ± 0,9
	2.9 ± 0,9

	Относительное содержание базофилов,%
	Baso
	0,5 ± 0,9
	0,5 ± 0,9

	Примечание::*– статистически достоверные изменения в группе «хроническая токсичность» по отношению к контрольной группе, при p ≤ 0.005


Согласно данным, представленным в таблице 11, при хроническом введении экстракта R. semenovii не выявлено изменений со стороны показателей гемопоэза, отсутствуют выраженные сдвиги в лейкоцитарной формуле, нет угнетения гемопоэза и аллергических реакций по данным уровня базофилов, эозинофилов. Присутствуют статистически достоверные изменения в относительном содержании нейтрофилов, которое в контрольной группе составляло (49,0±3,6), в опытной группе – (33,0±3,7). Так же в относительном содержании лимфоцитов, которое в контрольной группе составило (40,4±2,3), тогда как в опытной группе – (56,6±3,2). 

Таблица 12 − Показатели уровня билирубина и его фракций, трансаминаз при хроническом введении экстракта R. semenovii при дозировке 1,0 г
	Группа животных
	Общий билирубин мкмоль/л
	Прямой билирубинмкмоль/л
	Непрямой билирубин мкмоль/л
	АлТ, МЕ/л
	АсТ, МЕ/л

	Интактные
	5,9 ± 0,9
	1,5 ± 0,2
	7,2 ± 6,4
	23,0 ± 3,6
	11,5 ± 1,9

	Хроническая токсичность
	5,8 ± 0,9
	1,4 ± 0,2
	4,3 ± 0,7*
	21,4 ± 3,4*
	10,7 ± 1,9*

	Продолжение таблицы 12

	Примечание: *– статистически достоверные изменения в группе «хроническая токсичность» по отношению к контрольной группе, при p ≤ 0,005
АлТ – аланинаминотрансферaза, AST – аспартатаминотрансферaза


Согласно данным, представленным в таблице 11, выявлено наличие статистически достоверных различий (p≤0,001) по показателям содержания непрямого билирубина, который в контрольной группе составил (7,2±6,4 мкмоль/л), в опытной группе (4,3±0,7мкмоль/л) и аланинаминотрансферазы в контрольной группе – (23,0±3,6МЕ/л), в опытной (21,4±3,4МЕ/л.) Статистический достоверные изменения были выявлены и по показателям аспартатаминотрансферазы составляющий у контрольной группе животных (11,5±1,9МЕ/л), тогда как в опытной группе присутствует снижение на (10,7± 1,9МЕ/л). В остальных показателях статистически достоверных различий (p ≤ 0,001) не выявлено. Для оценки состояния липидного обмена и функции поджелудочной железы были проведены биохимические исследования крови экспериментальных животных. Данные представлены в (Табл. 13)
Таблица 13 – Показатели липидного обмена при хроническом введении экстракта R. semenovii при дозировке 1,0 г
	Группа животных
	Триглицериды, ммоль/л
	Общий холестерин,

ммоль/л
	Холестерин ЛПВП,

ммоль/л
	Холестерин ЛПНП, ммоль/л
	Коэффициент атерогенности

	Интактные
	0,8 ± 0,2
	1,6 ± 0,3
	1,0 ± 0,2
	1,0 ± 0,2
	0,7 ± 0,2

	Хроническая токсичность
	0,8 ± 0,2
	1,6 ± 0,3
	0,9 ± 0,1
	0,9 ± 0,2
	0,7 ± 0,2

	Примечание::*– статистически достоверные изменения в группе «хроническая токсичность» по отношению к контрольной группе, при p ≤ 0,005


Анализ показателей липидного обмена, представленный в таблице 14 продемонстрировал отсутствие статистически значимых изменений. 

Из результатов, представленных в таблице 14, следует, что статистически достоверные изменения (p ≤ 0,001) были выявлены по показателю общего белка, который в контрольной группе составил (66,0±2,4г/л), тогда как в опытной (64,7 ±2,3г/л). 

Однако все эти данные находились в пределах физиологической нормы. По остальным биохимическим показателям крови статистически достоверных изменений выявлено не было.
Таблица 14 – Показатели белкового и углеводного обмена при хроническом введении экстракта R. semenovii при дозировке 1,0 г
	Группа животных
	Общий белок, г/л
	Альбумин г/л
	Мочевина, ммоль/л
	Мочевая кислота, ммоль/л
	Креатинин, мкмоль/л
	Глюкоза, ммоль/л

	Интактные
	66,0 ± 2,4
	29,8 ± 2,2
	3,9 ± 0,3
	340,8 ± 36,9
	54,0 ± 3,7
	6,7 ± 0,4

	Хроническая токсичность
	64,7 ± 2.3*
	28,3 ± 2,1
	3,5 ± 0,3
	323,8 ± 35,0
	53,2 ± 2,9
	6,2 ± 0,4

	Примечание::*– статистически достоверные изменения в группе «хроническая токсичность» по отношению к контрольной группе, при p≤ 0,005


Таким образом, по данным теста «Открытое поле», результатам макроморфологического исследования экспериментальных животных, массам органов, и функциональным показателям органов пищеварительной, выделительной, детоксикационной систем экстракт из растения R. semenovii не является токсичным.
3.3  Изучение фармакологических свойств экстракта из растения R. semenovii, на модели экспериментального гипотиреоза

3.3.1 Влияние экстракта R. semenovii на уровень тиреоидных гормонов и ткани щитовидной железы крыс
На рисунке 17 представлен внешний вид животных после мерказалилового гипотиреоза, который  индуцировался в течении 15 дней.
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Рисунок 17 – животные после моделирования мерказалилового гипотиреоза.

Для оценки биологически активных компонентов растения R. semenovii, полученных на фоне стрессового воздействия на модели экспериментального гипотиреоза были проведены стандартные методы исследования лабораторных животных, в том числе при внешнем осмотре на вскрытии не было выявлено изменений со стороны жизненно важных органов, а также пищеварительной, дыхательной, выделительной систем.

Таблица 15 – Показатели уровня тиреоидных гормонов и тиреоглобулина у экспериментальных групп животных 

	Группа животных
	TТГ, мкМЕ/мл
	свободный T4, пмоль/л
	свободный T3, пмоль/л
	TГ, мг/мл

	Контроль
	       1,8 ± 0,2
	    12,9 ± 1,3
	    6,8 ± 0,8
	2,3 ± 0,7

	Гипотиреоз 
	       5,4 ± 0,6*
	      6,5 ± 0,6*
	    3,4 ± 0,4*
	2,4 ± 0,7

	Гипотиреоз  + ЭRS
	       2,7 ± 0,3**
	    10,9 ± 1,1**
	    5,5 ± 0,6**
	3,8 ± 1,1

	Гипотиреоз  + ЭRS+ KI
	2,0 ± 0,2***
	13,2 ± 1,3***
	6,3 ± 0,7***
	5,7 ± 1,7

	Примечание: *– статистически достоверные изменения в группе «хроническая токсичность» по отношению к контрольной группе, при p≤ 0,005, **. ***– статистически достоверные изменения при p≤ 0,001; ТТГ-тиреотропный гормон, T4-тироксин, T3-трийодтиронин, ТГ-тиреоглобулин


Выявлены статистически достоверные различия (p ≤ 0,001) концентрации уровней ТТГ в группе с экспериментальным гипотиреозом (5,4±0,6мкМЕ/мл) по отношению к таковым в контрольной группе (1,8±0,2мкМЕ/мл), а также в экспериментальных группах с коррекцией гипотиреоза только экстрактом R. semenovii (2,7±0,28мкМЕ/мл) и коррекцией экстрактом R. semenovii в сочетании с йодидом калия (2,0±0,2мкМЕ/мл) по отношению к группе с экспериментальным гипотиреозом. 

Выявлены статистически достоверное снижение в два раза (при р ≤ 0,001) в концентрации содержания свободного T4 в контрольной группе (12,9±1,25 пмоль/л) по отношению к группе с моделированием экспериментального гипотиреоза (6,5±0,6пмоль/л). После лечения гипотиреоза в группах с применением экстракта R. semenovii свободный T4 увеличился в 2 раза (10,98± 1,06пмоль/л) и с коррекцией экстрактом R. semenovii в сочетании с калия йодидом (13,2±1,28пмоль/л). При проведении исследований в группах с коррекцией экстрактом из корня R. semenovii с добавлением калия йодида, свободный Т4 также повысился в 2 раза (13,2±1,28пмоль/л). 

Статистически достоверные значения (р≤0,001) также отмечены по концентрации содержания свободного T3 при гипотиреозе, которая уменьшилась в 2 раза (3,4±0,4пмоль/л) по отношению к контрольной группе (6,8±0,7пмоль/л). По окончании лечения свободный T3 повысился в опытных группах с коррекцией гипотиреоза экстрактом R. semenovii до (5,5 ± 0,62 пмоль/л), а с коррекцией экстрактом R. semenovii в сочетании с калия йодидом −до (6,3±0,7пмоль/л) по отношению к группе с экспериментальным гипотиреозом (3,4±0,4пмоль/л). 

Таким образом, согласно данным статистической обработки, экспериментальная терапия мерказолилового гипотиреоза экстрактом R. semenovii является эффективной и, по данным морфологических, биохимических показателей и анализа тиреоидной функции, приводит к статистически достоверному (р≤0,001) снижению уровня тиреотропного гормона и возрастанию уровня гормонов щитовидной железы. Сочетанное применение в экспериментальной терапии экстракта Rhodiola semenovii и калия йодида, по данным показателей тиреотропного гормона, тироксина, триодтиронина, тиреоглобулина, способно усиливать терапевтический эффект экстракта в 1,3 раза [209].
На рисунке 18 представлены животные после коррекции экспериментального гипотитреоза экстрактом  R. semenovii как самостоятельного, так и в сочетании с йодидом калия.
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Рисунок 18 − животные после коррекции экспериментального гипотитреоза экстрактом из R. semenovii как самостоятельного (рис.а), так и в сочетании с йодидом калия (рис.б)

На рисунках 19 и 20 представлены фотографии ткани щитовидной железы при экспериментальном гипотиреозе и после лечения описанными методами.

Из данных, представленных на рисунке 19, видно, что щитовидная железа животных с гипотиреозом образована многочисленными фолликулами различного размера. Основная масса фолликулов образована тироцитами, располагающимися на базальной мембране в один слой. Они имеют кубическую форму и сферические ядра. Цитоплазма тироцитов имеет просветленную структуру в перинуклеарной зоне. В щитовидной железе всех животных наблюдаются очаговые узелки в виде солидных структур, для которых харатерно разрастание эпителия из фолликулов с образованием фолликулоподобных образований без коллоида. 
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Примечание. а) щитовидная железа, гипотиреоз, 1. тириоциты с просветленной цитоплазмой в перинуклеарной зоне. Коллоид в виде гомогенных ШИК-положительных капель различного размера, не заполняющих просвет гематоксилиновых фолликулов;

б) 2. очаговые узелки в виде солидных структур с пролиферацией эпителия из фолликулов с образованием фолликулоподобных образований без коллоида; 

окраска ШИКА – гематоксилин – оранжевый G. увеличение ×200.

Рисунок 19 – Ткани щитовидной железы при экспериментальном гипотериозе
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Примечание. а) щитовидная железа, лечение, улучшение структуры тириоцитов; 3. полнокровные сосуды;

б) отсутствие узелков, улучшение структуры тириоцитов; цитоплазма эпителия однородная, без просветления; окраска ШИКА – гематоксилин – оранжевый G. увеличение ×200.

Рисунок 20 – Ткани щитовидной железы после лечения экстрактом R. Semenovii как самостоятельного и в сочетании с KI 
 На основании результатов гистологических исследований, представленных на рисунке 20, видно, что в группах животных с коррекцией экстрактом гипотериоза с использованием экстракта R. semenovii в сочетании с KI отсутствует отрицательная динамика со стороны морфологии щитовидной железы, а также признаков фиброза интерфолликулярной ткани. Накапливаясь в щитовидной железе, йод является важным компонентом для выработки тиреоидных гормонов, регулирующих работу щитовидной железы. Таким образом, полученные данные на модели мерказолилового гипотиреоза демонстрируют трехкратное увеличение щитовидной железы и гистопатологические изменения фолликулов, тироцитов и стромы. Это подтверждает данные Nishihara и Torlak с соавторами, которые наблюдали при индуцированном гипотиреозе явления диффузной лимфоплазмоцитарной инфильтрации с отдельными очагами фиброза и увеличения щитовидной железы. В ткани щитовидной железы всех животных отмечена хорошо развитая сеть кровеносных сосудов и улучшение структуры тириоцитов. Цитоплазма эпителия однородная, неизмененная, выраженных узловых образований не выявлено.

3.3.2 Влияние экстракта R. semenovii на массу тела и массовые коэффициенты органов крыс на экспериментальной модели мерказолилового гипотиреоза

Результаты измерения массы тела и массовых коэффициентов органов крыс при гипотиреозе после коррекции экстрактом R. semenovii (R.s) отдельно и в сочетании с йодидом калия (KI) приведены в таблице 15.

Таблица 15 − Показатели массы тела и массовых коэффициентов органов крыс на фоне гипотиреоза после коррекции экстрактом R. semenovii и в сочетании экстракта с йодидом калия

	Группа животных
	Общая масса тела, г
	Сердце, г
	Почки, г
	Печень, г
	Щитовидная железа (вместе с трахеей), г
	Селезенка, г
	Желудок, г

	Контроль
	238,5 ± 8,2
	3,5 ± 0,4
	2,3 ± 0,2
	9,3 ± 0,6
	1,1 ± 0,01
	4,6 ± 0,4
	39,1 ± 3,5

	Гипотериоз
	351,4 ± 9,7*
	3,7 ± 0,6
	2,3 ± 0,2
	18,2 ± 0,4*
	1,4 ± 0,02*
	4,8 ± 0,4
	42,7 ± 3,5

	Гипотериоз + Rs
	277,5 ± 6,7**
	3,6 ± 0,2
	2,3 ± 0,2
	15,5 ± 0,5**
	1,2 ± 0,01
	4,6 ± 0,4
	41,0 ± 2,1

	Гипотериоз +  Rs + KI
	282,5 ± 18,3***
	3,6 ± 0,6
	2,2 ± 0,2
	16,6 ± 0,4***
	1,3 ± 0,02
	4,8 ± 0,3
	41,3 ± 2,2

	Примечание: :* –  статистически значимые изменения в группе с гипотиреозом по отношению к контрольной группе, при p ≤ 0,001; ** – статистически значимые изменения в группе гипотиреоз + ЭRs по отношению к группе с гипотиреозом, при p ≤ 0,001; *** – статистически значимые изменения в группе с гипотиреозом +  ЭRs  + КИ по отношению к группе с гипотиреозом, при р ≤ 0,001


По данным, представленным в таблице 15, сравнение массы органов животных контрольной группы и группы с моделированием экспериментального гипотиреоза показали статистически достоверные изменения (p ≤ 0,001) пю увеличении общей массы тела животных, которая в опытной группе составила (351,4±9,7г), тогда как в контрольной группе была (238,5±8,2г).  В опытных группах с коррекцией гипотиреоза RS и с коррекцией гипотиреоза RS+KI масса тела животного (277,4±6,7г и 282,5±18,3г) соответственно выявлены статистически достоверные изменения (p≤0,001) по отношению к группе животных с экспериментальным гипотиреозом масса тела животного (351,4±9,7г). 

Также выявлены статистически достоверные изменения (p ≤ 0,001) массы печени в опытной группе животных с экспериментальным гипотиреозом (увеличение до18,2±0,4г) по отношению к контрольной (9,3±0,6г), а также в опытных группах коррекции гипотиреоза RS – (15,48±0,51г) и коррекции гипотиреоза RS+KI (16,6±0,4г) по отношению к группе моделирования экспериментального гипотиреоза. 

Статистически достоверные изменения (p≤0,001) отмечены по увеличению массы щитовидной железы в опытной группе моделированного экспериментального гипотиреоза (1,40±0,16г) по отношению к контрольной группе (1,1±0,1г). Для остальных органов животных всех групп статистически достоверных изменений (p ≤ 0,001) не выявлены.

3.3.3 Влияние экстракта R. semenovii на показатели периферической крови крыс и функции печени

Полученные результаты исследования влияния коррекции на показатели периферической крови представлены на таблице 16. 

Таблица 16 – Гематологические показатели крыс интактной группы, на фоне гипотиреоза и экспериментального лечения экстрактом R. semenovii, как самостоятельного, так и в сочетании с калия йодидом

	Наименование показателя, единица измерения
	Международное сокращение
	Экспериментальный

Гипотиреоз без лечения (группа 2а)
	Коррекция экстрактом

R. semenovii
(группа 2б)
	Коррекция экстрактом

R. semenovii в сочетании

с калием йодидом (группа 2с)

	Общее количество Лейкоцитов 109/л
	WBC
	7,3±1,1
	7,6±1,2
	6,7±1,0

	Общее количество Эритроцитов 1012/л
	RBC
	7,1±0,6
	7,9±0,7
	8,3±0,7

	Уровень гемоглобина, г/л
	HGB
	160,6±4,5
	157,4±4,4*
	154,2±4,3

	Общее количество тромбоцитов, 109/л
	PLT
	475,4±49,5
	570,5±59,3
	599,0±62,3

	Абсолютное содержание нейтрофилов, 109/л
	Neut
	3,0±0,5
	3,5±0,9
	2,6±0,8

	Продолжение Таблицы 16

	Абсолютное содержание лимфоцитов,109/л
	Lymph
	3,5±0,5
	3,5±0,7
	3,6±0,6

	Абсолютное содержание моноцитов,109/л
	Mono
	0,5±0,2
	0,5±0,1
	0,4±0,1

	Абсолютное содержание эозинофилов,109/л
	Eos
	0,2±0,1
	0,1±0,1
	0,1±0,1

	Абсолютное содержание базофилов,109/л
	Baso
	0,02±0,02
	0,04±0,01
	0,04±0,03

	Относительное содержание нейтрофилов,%
	Neut
	41,6±4,7
	45,2±7,4*
	37,6±7,3**

	Относительное содержание лимфоцитов %
	Lymph
	48,5±2,8
	46,2±6,5*
	54,2±6,6**

	Относительное содержание моноцитов,%
	Mono
	7,0±2,0
	6,6±1,9
	6,2±1,4

	Относительное содержание эозинофилов %
	Eos
	2,6±0,9
	1,6±1,1
	1,6±0,9

	Относительное содержание базофилов,%
	Baso
	0,4±0,4
	0,5±0,5
	0,5±0,5

	Примечание::*– статистически достоверные изменения в группе с коррекцией экстрактом R.semenovii по отношению к группе по моделированию экспериментального гипотиреоза без лечения, при p ≤ 0,001; **– статистически достоверные изменения в группе с коррекция экстрактом R.semenovii в сочетании с калием йодидом по отношению к группе по моделированию экспериментального гипотиреоза без лечения, при p ≤ 0,001


Как следует из представленных данных, после корректирующего применения экстракта R. semenovii отдельно и в сочетании с йодидом калия существенных изменений гематологических показателей не выявлено. 

Статистически значимые различия (p ≤ 0,001) отмечены в относительном содержании нейтрофилов у животных исследуемой группы с экспериментальным гипотиреозом без лечения по отношению к животным в группе с коррекцией экстрактом R. semenovii.

Статистически значимые различия (p≤0,001) выявлены также в относительном содержании лимфоцитов у животных группы с коррекцией экстрактом R. semenovii и группы с коррекцией экстрактом в сочетании с йодидом калия по отношению к группе с экспериментальным гипотиреозом.

Гипотиреоз вызывает снижение числа эритроцитов, гематокрита и концентрации гемоглобина, что приводит к тяжелой анемии [30,с.1717]. Подобные результаты частично подтверждаются представленными нами данными. Мы наблюдали снижение количества эритроцитов и тромбоцитов. Эритроциты крови содержат гемоглобин, переносят кислород, а уменьшение эритроцитов приводит к анемии. Любое снижение тромбоцитов приводит к ломкости сосудов. В модели повреждения щитовидной железы наиболее значимые изменения мы наблюдали у животных с дефицитом йода, а именно достоверное повышение Hb, Hct, MCV и видимое снижение MCHC, WBC и PLT, а не сульфадиметоксин, у которого было зарегистрировано только достоверное снижение WBC. Статистически достоверные различия (p≤0,001) выявлены в содержании гемоглобина у животных с экспериментальным гипотиреозом (160,6±4,5г/л) по отношению к группе с коррекцией экстрактом R. semenovii (157,4±4,4г/л). При подсчете числа эритроцитов, лейкоцитов и тромбоцитов у животных с экспериментальным гипотиреозом установлено, что среднеарифметические значения количества вышеперечисленных элементов были в пределах нормы и существенно не отличались от показателей животных групп как с коррекцией экстрактом R. semenovii, так и с коррекцией экстрактом R. semenovii в сочетании с йодидом калия. 

Статистически достоверные различия (p≤0,001) были отмечены по относительному содержанию нейтрофилов у животных опытной группы с экспериментальным гипотиреозом без лечения (48,5±2,8%) по отношению к группе с коррекцией экстрактом R. semenovii (46,20±6,53%). 

Статистически достоверные различия (p≤0,001) были выявлены также по относительному содержанию лимфоцитов у животных группы с коррекцией экстрактом R. semenovii (45,2±7,4%) и группы с коррекцией экстрактом R. semenovii в сочетании с йодидом калия (37,6±7,3%) по отношению к опытной группе с экспериментальным гипотиреозом без лечения (41,5±4,7%).

После применения корректирующего гипотиреоз экстракта R. semenovii самостоятельно, так и в сочетании с калия йодидом наблюдалась следующая картина: уровень гемоглобина в группе с коррекцией экстрактом R. semenovii и в группе коррекции экстрактом R. semenovii в сочетании с калия йодидом значительных изменений не показал. 
Количество лейкоцитов не имело статистически достоверных изменений (p ≤0,001) ни в группе с коррекцией экстрактом R. semenovii, ни в группе коррекции экстрактом R. semenovii в сочетании с калия йодидом по отношению к группе с экспериментальным гипотиреозом без лечения. Однако уровень эритроцитов был повышен (8,31±0,68) в группе с коррекцией экстрактом R. semenovii что свидетельствует о восстановлении эритропоэза. Предполагается, что такое восстановление способствует лучшему снабжению кислородом различных типов тканей организма. 
Количество тромбоцитов в группе с коррекцией экстрактом R. semenovii составило (570,5±59,3), а в группе с коррекцией экстрактом R. semenovii в сочетании с калия йодидом (599,0±62,3). Но это повышение не является статистически значимым. По остальным гематологическим параметрам статистически достоверные различия (p ≤0,001) также не выявлены.
Согласно результатам, представленным на таблице 17, показатели уровня билирубина и его фракций, трансаминаз у крыс по сравнению с контролем и в опытных группах имели статистически значимые изменения, но все эти изменения находились в пределах физиологических норм.

При клинической диагностике заболеваний и поражений обычно оценивают структурную целостность печени путем мониторинга состояния сывороточной активности АСТ и АЛТ, в том числе ферментативной активности АСТ (аспартатаминотрансферазы), АЛТ (аланинаминотрансферазы), а также чувствительных серологических показателей гепатотоксичности. Это также частично подтверждается нашими исследованиями. 

Таблица 17 − Показатели уровня билирубина и его фракций, трансаминаз у экспериментальных групп животных 

	Группа животных
	Общий билирубин, мкмоль/л
	Прямой билирубин, мкмоль/л
	Непрямой билирубин, мкмоль/л
	АлТ , МЕ/л
	АсТ, МЕ/л

	Контроль
	5,9 ± 0,9
	1,5 ± 0,2
	7,2 ± 6,4
	 23,0 ± 3,6
	 11,5 ± 1,9

	Гипотиреоз
	6,5 ± 0,9
	1,6 ± 0,2
	4,8 ± 0,7
	 26,5 ± 4,2*
	 12,9 ± 2,2*

	Гипотиреоз + RS
	5,2 ± 0,8
	1,3 ± 0,2
	3,9 ± 0,6
	 19,6 ± 3,0**
	 11,8 ± 2,1**

	Гипотиреоз + RS+ KI
	5,0 ± 0,7
	1,3 ± 0,2
	3,8 ± 0,6
	18,4 ± 2,8***
	11,1 ± 1,9***

	Примечание::*– статистически достоверные изменения в группе с экспериментальным гипотиреозом по отношению к контрольной группе, при  p≤ 0,001; **– статистически достоверные изменения в группе с коррекцией экстрактом R.semenovii по отношению к группе с экспериментальным гипотиреозом, при p ≤ 0,001


Статистически достоверные различия (p≤0,001) были выявлены в опытной группе с экспериментальным гипотиреозом в виде повышения активности (АлАТ 26,45±4,15МЕ/л и АсАТ 12,86±2,23МЕ/л) и снижения при коррекции экстрактом R. semenovii как самостоятельного экстракта АлАТ – (19,55±3,02МЕ/л, АсАТ − 11,83±2,05МЕ/л), так и в сочетании с калия йодидом АлАТ – (18,38±2,84МЕ/л), АсАТ – (11,12±1,93МЕ/л) по отношению к контрольной группе животных, активность показателей которой составила АлАТ – (23,00±3,61мккат/л), АсАТ – (11,48±1,99мккат/л). По остальным показателям уровней билирубина и его фракций, трансаминаз у экспериментальных групп животных статистически достоверных различий (p ≤0,001) не выявлено.
3.3.4 Влияние экстракта R. semenovii на показатели белкового и липидного обменов крыс

Известно, что гормоны щитовидной железы (тироксин Т4 и трийодтиронин Т3) участвуют в регуляции различных функций организма, в том числе липидного и углеводного обмена, метаболизм холестерина, потребление кислорода и некоторые физиологические процессы. По результатам исследования выявлены различия в приросте общего холестерина в группе с экспериментальным гипотиреозом по отношению к контрольной группе. Они заключались и в его снижении в группах коррекции экстрактом R. semenovii в сочетании с йодидом калия по сравнению с группой с экспериментальным гипотиреозом.
Как следует из данных, представленных в таблице 18, видимые достоверные изменения липидного обмена между сравниваемыми животными контрольной и опытной групп находились в пределах физиологической нормы.

Таблица 18 − Показатели липидного обмена на моделях гипотиреоза после коррекции экстрактом R. semenovii (Rs), отдельно и в сочетании с йодидом калия (KI)

	Группы животных
	Триглицериды, ммоль/л
	Общий холестерин,

ммоль/л
	ЛПВП холестерин,

ммоль/л
	ЛПНП холестерин,

ммоль/л
	AС

	Контроль
	0,8 ± 0,02
	1,6 ± 0,03
	0,9 ± 0,01
	1,0 ± 0,02
	0,7 ± 0,02

	Гипотериоз
	0,8 ± 0,02
	3,7 ± 0,9*
	1,0 ± 0,02
	1,1 ± 0,03
	0,8 ± 0,02

	Гипотериоз+Rs
	0,7 ± 0,02
	1,4 ± 0,03**
	0,9 ± 0,01
	0,7 ± 0,01
	0,4 ± 0,01

	Гипотериоз+ Rs+ KI
	0,7 ± 0,02
	1,3 ± 0,03 ***
	0,9 ± 0,01
	0,7 ± 0,01
	0,4 ± 0,01

	Примечание: * – статистически значимые изменения в группе с экспериментальным гипотиреозом по отношению к контрольной группе, при p ≤ 0,001; **– статистически значимые изменения в группе с коррекцией экстрактом R. semenovii по отношению к группе с экспериментальным гипотиреозом, при p≤0,001; ***– статистически значимые изменения в группе с коррекцией экстрактом R. semenovii в сочетании с йодидом калия по отношению к группе с экспериментальным гипотиреозом, при p ≤ 0,001

ЛПВП-липопротеиды высокой плотности,  ЛПНП-липопротеиды низкой плотности,  AС-коэфицент атерогенности


Статистически достоверные различия (p≤0,001) выявлены в повышении общего холестерина в опытной группе с экспериментальным гипотиреозом 3,7 ± 0,9 ммоль/л по отношению к контрольной группе – 1,6±0,3ммоль/л и в снижении в группах коррекции экстрактом R. semenovii 1,4±0,3ммоль/л и в сочетании с калия йодидом – 1,3±0,3ммоль/л по отношению к группе с экспериментальным гипотиреозом.

По результатам нашего эксперимента, моделируемый гипотиреоз сопровождался нарушением белкового обмена: содержание общего белка в сыворотке крови крыс с экспериментальным гипотиреозом по отношению к корректирующей группе (69,3±2,5г/л) по отношению к контрольной группе (66,0±2,4г/л)  претерпело статистически значимые изменения, что подтверждает воспалительный процесс в организме. 

Результаты изменения белкового и углеводного обмена представлены в таблице 19. Как следует из представленных данных, изменения в почках крыс носили обратимый характер, о чем свидетельствует уровень мочевины в опытных группах при коррекции гипотиреоза экстрактом R. semenovii. Концентрации альбумина и мочевины также показали статистически значимые изменения (P≤0,001) при коррекции экстрактом R. semenovii и экстрактом в сочетании с йодидом калия по отношению к группе с экспериментальным гипотиреозом.

Уровень креатинина в сыворотке повышен, а скорость клубочковой канальцевой фильтрации обратимо снижена (СКФ), что влияет на функцию и структуру почек у пациентов с явным гипотиреозом, выявлены статистически значимые изменения в крови (p≤0,001). Это гиперлипидемия и гиперхолестеринемия, которые могут возникать в результате повышенной мобилизации запасов жира в организме и при повышенном уровне тиреотропного гормона, индуцированном гипотиреозом.

Таблица 19 − Показатели белкового и углеводного обмена на моделях гипотиреоза после коррекции экстрактом R. semenovii (Rs), отдельно и в сочетании с йодидом калия (KI)
	Группы животных
	Общий белок, г/л
	Альбумин г/л
	Мочевина, ммоль/л
	Мочевая кислота, ммоль/л
	Креатинин, мкмоль/л
	Глюкоза, ммоль/л

	Контроль
	66,0 ± 2,4
	29,8 ± 2,2
	3,9 ± 0,3
	340,8±36,9
	54,0±3,7
	 6,7±0,4

	Гипотериоз
	69,3 ± 2,5
	28,6 ± 2,1
	4,3 ± 0,3
	381,7±41,3
	58,6±4,3
	 8,7±0,5*

	Гипотериоз+ Rs
	65,1 ± 2,3
	29,8 ± 2,2
	3,9 ± 0,3
	229,0±4,8**
	51,5±3,8
	 7,4± ,4

	Гипотериоз+ Rs+ KI
	63,2 ± 2,3
	28,9 ± 2,1
	3,8 ± 0,3
	 222,2±4,0***
	48,9±3,6
	6,6±0,4***

	Примечание: * – статистически значимые изменения в группе с экспериментальным гипотиреозом по отношению к контрольной группе, при p≤ 0,001; **– статистически значимые изменения в группе с коррекцией экстрактом R. semenovii по отношению к группе с экспериментальным гипотиреозом, при p≤0,001; ***– статистически значимые изменения в группе с коррекцией экстрактом R.semenovii в сочетании с йодидом калия по отношению к группе с экспериментальным гипотиреозом, при p≤0,001


Низкий уровень тироксина у животных с гипотиреозом не только приводит к повышению уровня тиреотропина во время секреции гипофиза, но также стимулирует кортикотропин, стероид надпочечников, который может индуцировать мобилизацию липидов, блокируя эндокринную ось. Это отмечено у животных с экспериментальным гипотиреозом по сравнению с контрольной группой и животных с экспериментальным гипотиреозом по отношению к группе с коррекцией экстрактом R. semenovii как отдельно, так и в сочетании с йодидом калия.

Изменения в почках крыс носили обратимый характер, о чем свидетельствовали уровни мочевины в опытных группах с коррекцией гипотиреоза экстрактом R. semenovii отдельно и в сочетании с йодидом калия по отношению к таковым в группе с экспериментальным гипотиреозом. Статистически достоверные различия (р≤0,001) были отмечены по содержанию мочевой кислоты в группах с коррекцией экстрактом R. semenovii (229,0±24,8 ммоль/л) и с коррекцией экстрактом R. semenovii в сочетании с калия йодидом (222,2±24,0ммоль/л) по отношению к группе с экспериментальным гипотиреозом (381,7±41,3ммоль/л), которая, в свою очередь, статистически не отличалось от контрольной группы (340,8±36,9ммоль/л).
В крови животных выявлены статистически значимые значения (p ≤ 0,001) концентрации глюкозы в группе с экспериментальным гипотиреозом по сравнению с контрольной группой, а также в группе с коррекцией экстрактом R. semenovii в сочетании с калия йодидом по отношению к группе с экспериментальным гипотиреозом и группе с коррекцией чистым экстрактом R. semenovii.

3.3.5 Антиаритмическая и антигипертензивная активность экстракта R. semenovii.
Результаты исследования антиаритмической активности представлены в таблице 20 и на рисунках 22 и 23.

Таблица 20 – Антиаритмическая активность экстракта R. semenovii
	Подготовка

мг/кг
	внутривенное введение, мг/кг
	Количество выживших животных, %

	
	
	CaCl2
аритмия
	Адреналиновая аритмия

	Rhodiola semenovii Boriss.
	5
	0
	100

	
	2,5
	0
	50


Данные таблицы 20 показывают, что внутривенное введение экстракта в дозах 5 и 2,5 мг/кг предупреждает развитие аритмии, вызванной введением некоторой токсической дозы адреналина, и восстанавливает нормальную ЭКГ у 100 и 50% крыс соответственно. Эти результаты могут свидетельствовать о дозозависимом эффекте. ЕД50=2,5 мг/кг определено экспериментально. Изучение антиаритмической активности при хлоркальциевой аритмии не показало никакой эффективности изучаемого экстракта и приводило к гибели животных в 100% случаев.
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Рисунок 21 − Антиаритмическая активность экстракта R. semenovii при внутривенном введении на моделях адреналиновой аритмии
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Рисунок 22 – Антиаритмическая активность экстракта R. semenovii при внутривенном введении на модели хлоридно-кальциевой аритмии

При изучении антиаритмической активности спиртового экстракта R. semenovii только на модели адреналиновой аритмии установлено дозозависимое действие, определена ЭД 50=2,5 мг/кг при внутривенном введении. Полная защита (100%) от токсической дозы адреналина наблюдалась при дозе 5 мг/кг.

При изучении антигипертензивного действия экстракта R. semenovii было показано, что при однократном внутривенном введении в дозе 10 мг/кг он постепенно снижает давление в среднем на 45% от исходного значения у крыс с повышенным артериальным давлением. давление при физиологической норме для крыс 120/80 мм рт.ст.

У всех животных наблюдалось постепенное снижение давления в течение 2 минут после введения исследуемого экстракта, а через 3 минуты оно достигало максимального снижения, восстановление до нормы происходило через 30 минут.

Таким образом, на основании анализа полученных данных морфологических, биохимических показателей и анализа функции щитовидной железы применение экстракта R. semenovii показало его безопасность и эффективность в коррекции и стабилизации гипотиреоидных состояний на экспериментальной модели мерказолилового гипотиреоза. Выявлено, что сочетанное применение экстракта R. semenovii с йодидом калия усиливает лечебный эффект экстракта в 1,3 раза. При изучении антиаритмического действия на модели надпочечниковой аритмии установлено дозозависимое действие экстракта R. semenovii и определена ЭД50=2,5мг/кг при внутривенном введении. Установлен также антигипертензивный эффект экстракта в дозе 10 мг/кг.

3.3.6 Результаты гематологических и биохимических анализов после применения экстракта R. semenovii 

Согласно имеющимся данным по химическому составу в экстракте корня растения R. semenovii были идентифицированы такие вещества как, флавоноиды − 74,8%, кумарины − 11,7%, фенолокислоты − 6,1%, полисахариды − 7,4%, основным биологически активным компонентом флафоноидов являлся родиофлафонозид. В ходе выполнения данного исследования была поставлена задача – определить общие гематологические показатели после коррекции экспериментального гипотиреоза экстрактом корня растения R. semenovii как самостоятельного, так и в сочетании с йодидом калия.

Результаты данных исследований сравнительной оценки гематологических показателей наблюдаемых групп представлены в таблице 21
Таблица 21 − Гематологические показатели крови крыс интактной группы, на фоне гипотиреоза и экспериментального лечения экстрактом R. semenovii как самостоятельного и в сочетания с йодидом калия
	Наименование показателя, единица измерения


	Международное сокращение
	Контрольная группа 

(группа 1)

 
	Экспериментальный

гипотиреоз без лечения (группа 2а)


	Коррекция экстрактом

R.semenovii. (группа 2б)

 
	Коррекция экстрактом

R. semenovii в сочетании 

с йодидом калия (группа 2с)

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Общее количество Лейкоцитов 109/л
	WBC
	6,22±0,44
	7,28±1,13
	7,64±1,19
	6,73±1,04

	Общее количество Эритроцитов 1012/л
	RBC
	6,31±0,52
	7,06±0,58
	7,91±0,65
	8,31±,.68

	Уровень гемоглобина,г/л
	HGB
	146,00±4,06
	160,60±4,47*
	157,39±4,38
	154,24±4,29

	Общее количество тромбоцитов, 109/л
	PLT
	413,40±43,02
	475,41±49,47
	570,49±59,3
	599,02±62,34

	Абсолютное содержание нейтрофилов 109/л
	Neut
	3,06±0,41
	3,03±0,54
	3,46±0,86
	2,55±0,80

	Абсолютное содержание лимфоцитов 109/л
	Lymph
	2,51±0,14
	3,52±0,51
	3,53±0,72
	3,63±0,60

	Абсолютное содержание моноцитов 109/л
	Mono
	0,47±0,12
	0,52±0.23
	0,49±0,13
	0,26±0,04

	Абсолютное содержание эозинофилов 109/л
	Eos
	0,16±0,05
	0,19±0,06
	0,12±0,08
	0,41±0,07***

	Абсолютное содержание базофилов 109/л
	Baso
	0,3±0,01
	0,20±0,02
	0,04±0,01
	0,10±0,05

	Относительное содержание нейтрофилов %
	Neut
	49,00±3,60
	41,58±4,66
	45,17±7,44**
	37,57±7,30***

	Относительное содержание лимфоцитов%
	Lymph
	40,40±2,30
	48,48±2,76*
	46,20±6,53**
	54,20±6,57

	Относительное содержание моноцитов %
	Mono
	7,56±1,77
	7,00±2,00
	6,56±1,86
	6,16±1,35

	Относительное содержание эозинофилов %
	Eos
	2,55±0,96
	2,59±0,90
	1,60±1,14
	1,60±0,89

	Относительное содержание базофилов%
	Baso
	0,49±0,05
	0,35±0,37
	0,47±0,09
	0,47±0,01

	Примечание: * − статистически достоверные изменения в сравнении с гипотиреозом без лечения (р ≤0,001); ** − статистически достоверные изменения в сравнении с коррекцией R. semenovii самостоятельно (р≤0,001); *** − статистически достоверные изменения в сравнении с коррекцией R. semenovii с В. добавлением йодида калия


Как показано в таблице-21, отмечались статистически достоверные различия (p<0,001) между гематологическими показателями экспериментальных животных, в том числе общее количество лейкоцитов, общее количество эритроцитов, уровень гемоглобина, общее количество тромбоцитов, однако все они находились в пределах физиологической нормы. Анализ гематологических показателей животных 1-й, 2а, 2б и 2с группах показал следующие данные: содержание гемоглобина у животных с экспериментальным гипотиреозом составил (160,60±4,47г/л) против (146,00±4,06 г/л) в контроле. Здесь мы видим незначительные относительные изменения. При подсчете числа эритроцитов (7,06±0,58), лейкоцитов (7,28±1,13) и тромбоцитов (475,41±49,47) у животных 2а подгруппы с экспериментальным гипотиреозом установлено, что среднеарифметические значения количества вышеперечисленных элементов в норме и существенно не отличаются от показателей клинически здоровых животных из 1-й группы контроля. Процентное соотношение различных видов лейкоцитов у животных 2а подгруппы достоверно не изменилось по отношению к лейкограмме контрольных животных. Небольшие относительные изменения так же наблюдались лишь в содержании лимфоцитов у животных 2а подгруппы с экспериментальным гипотиреозом (48,48±2,76) против (40,40±2,30) контрольной группы. На втором этапе исследования, после применения корректирующего гипотиреоз экстракта R. semenovii B. самостоятельный так и в сочетании калием йодида наблюдалась следующая картина: уровень гемоглобина в 2б и 2с подгруппах значительных изменений не показало. Количество лейкоцитов показали несущественные изменения в 2б подгруппе (7,64±1,19) по сравнению со 2а подгруппой, тогда как в 2с подгруппе достоверных изменений не показало. Уровень эритроцитов был достоверно повышен (8,31±0,68) в 2с подгруппе что свидетельствует о восстановлении эритропоэза. Количество тромбоцитов в 2б подгруппе составил (570,49±59,3) в 2с подгруппе (599,02±62,34). Значительных изменений по этим параметрам не выявлено. 

Согласно данным некоторых исследователей (ШантызА.Х.,2012), по изучению показателей крови при патологиях щитовидной железы, количество эритроцитов при моделированном гипотиреозе снижается.  Кроме того, на этом фоне у гипотиреозных животных уменьшается содержание гемоглобина на 4,65 %, что приводит к развитию анемии [193, с.1399]. В нашем исследовании по оценке содержания гемоглобина у животных с гипофункцией щитовидной железы, в сравнении со здоровыми животными, существенных изменений не было выявлено. При подсчете числа эритроцитов, лейкоцитов и тромбоцитов у животных с гипотиреозом рядом авторов было показано, что среднеарифметические значения названных форменных элементов входят в допустимую норму, существенно не отличаясь от аналогичных показателей клинически здоровых крыс, что согласуется с результатами данного исследования [194]. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
1. Впервые с помощью газовой хроматографии-масс-спектрометрии изучен метаболический профиль R. semenovii в контексте донорно-акцепторных взаимодействий in situ. Впервые в динамике роста данного растения выявлено увеличение содержания салидрозида в надземных органах с максимальным его значением в период созревания семян и значительным снижением его содержания в корне растения. Полученные результаты позволяют рекомендовать сбор наземной части R. semenovii для фармацевтических целей на завершающей стадии развития без повреждения корневой системы. В будущем рациональное манипулирование донорно-акцепторными механизмами может способствовать новым возможностям для получения ценных растительных лекарственных компонентов в оптимальные сроки.

2.  Проанализированы морфофизиологические, анатомические и фитохимические реакции имматурных растений R. semenovii в условиях водного дефицита и (или) холодового стресса. Выявлены изменения продукции биомассы за счет содержания воды в тканях растений в виде снижения водного дефицита и усиления холодового стресса. Отмечено значительное снижение эффективности фотосинтетического аппарата в условиях стресса, исходя из параметров квантовой эффективности Фотосистемы II, скорости переноса электронов и энергии, рассеиваемой в Фотосистеме II. Наибольшее снижение проэффективности фотосинтеза отмечено в условиях дефицита воды. 

3. Выявлены анатомические модуляции корня и побега R. semenovii в условиях стресса. Результаты исследования свидетельствуют как о повреждении хлорофиллсодержащих тканей, повышении проницаемости мембран, снижении содержания свободной воды в тканях растений, что вызывает повреждения фотосинтетического аппарата, так и о перераспределении и активизации БАВ в тканях, и, следовательно, об адаптивном потенциале R. semenovii, который у высокогорного суккулента выше в условиях холодового стресса, нежели в условиях засухи. 
4. Впервые проведено детальное изучение химического состава этанольного экстракта корней и побегов R. semenovii в условиях стресса методом хромато-масс-спектрометрии. Определен качественный и количественный состав вторичных метаболитов, связанный с акклиматизацией к действию абиотических стрессов. Выявлены как неспецифические (увеличение содержания γ-токоферола в побеге, СИТ в корне, увеличение содержания эфиров жирных кислот в побеге, накопление сквалена при стрессе как в побегах, так и в корнях и др.), так и специфические фитохимические изменения, вызванные действием водного дефицита и холодовой обработки (накопление фитолов, образование таких продуктов окисления, как альдегиды, кетоны, лактоны и их производные, сложные эфиры низших и средних карбоновых кислот и др.). Сделан вывод о том, что дальнейшие исследования должны быть направлены на использование абиотических стрессоров для направленного синтеза биоактивных метаболитов, ценных для фармацевтического применения.

5.  Экспериментально для экстракта корня растения R. semenovii показан его антигипотиреоидный, антиаритмический и гипотензивный потенциал. На модели мерказолилового гипотериоза у крыс на основании анализа данных морфологических, биохимических показателей и анализа функции щитовидной железы показана безопасность и эффективность экстракта R. semenovii в коррекции и стабилизации гипотиреоидных состояний. По результатам гистологических исследований тканей животных в группах с применением экстракта R. semenovii, в отличие от группы с экспериментальным гипотиреозом, не отмечено выраженной отрицательной динамики со стороны морфологии щитовидной железы. Выявлено, что экстракт корня R. semenovii как самостоятельно в концентрации 2,5 мг на 100г массы тела животного, так и в сочетании с калием йодида в концентрациях 1 мкг KJ на 100 г массы тела животного.является безопасным и эффективным средством коррекции и стабилизации гипотиреоидных состояний. 
6. При изучении антиаритмического действия на адреналовой модели аритмии установлено действие экстракта R. semenovii и определена ЭД 50 = 5 мг/кг при внутривенном введении. Полная защита от токсической дозы адреналина наблюдалась при дозе 5мг/кг и 90% животных. Установлен антигипертензивный эффект экстракта в дозе 10 мг/кг.

Таким образом, полученные результаты свидетельствуют о том, что Rhodiola semenovii (Regel & Herder) Boriss может быть перспективной альтернативой хорошо известному, но находящемуся под угрозой исчезновения виду Rhodiola rosea L. для создания отечественных фитопрепаратов, обладающих антигипотиреоидным, антиаритмическим и гипотензивным потенциалом. 

ПРАКТИЧЕСКИЕ РЕКОМЕНДАЦИИ 

1. Результаты исследования позволяют рекомендовать сбор лекарственного сырья Rhodiola semenovii (Regel & Herder) Boriss в фазу репродуктивного развития, отбирая надземную часть растения без повреждения корневой системы, не нанося таким образом ущерб природным растительным популяциям.
2. Растительный экстракт R. semenovii как самостоятельно в концентрации 2,5 мг на 100г массы тела животного, так и в сочетании с калием йодида в концентрациях 1 мкг KJ на 100 г массы тела животного рекомендуется как безопасное и эффективное средство для коррекции и стабилизации гипотиреоидных состояний. 
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ПРИЛОЖЕНИЕ A

ХРОМАТОГРАММА ЭКСТРАКТА РАСТЕНИЙ R. SEMENOVII
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Рисунок А1 – Хроматограмма экстракта имматурных растений (корень R. semenovii)
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Рисунок А2 – Хроматограмма экстракта имматурных растений (побег R. semenovii)
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Рисунок А3 – Хроматограмма экстракта цветущих растений (корень R. semenovii)
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Рисунок А4 – Хроматограмма экстракта цветущих растений (побег R. semenovii)
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Рисунок А5 – Хроматограмма экстракта цветущих растений (цветок R. semenovii)
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Рисунок А6 – Хроматограмма экстракта зрелых растений (корень R. semenovii)
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Рисунок А7 – Хроматограмма экстракта зрелых растений (побег R. semenovii)


ОПРЕДЕЛЕНИЕ САЛИДРОЗИДА В ЭКСТРАКТЕ R. SEMENOVII
[image: image48.png]



       Дата: 06.12.2021 17:17:50
       Образец: стебли имматурного растения R. semenovii; 155.8мг/3мл MeOH-H2O(2:1); 20мкл
       Объем: 20.0 мкл
       Столбец: ProntoSil-120-5-C18 AQ
       Размер: 2.0 x 75 мм
       Размер дета: 5.0 мкм
       Поток: 200.00 мкл/мин.
       Температура: 35.0°C
       Давление:5.3 MPa
	№
	Удержание, мкл
	Высота, AU
	Площадь, AU*мкл
	Область, %
	Tyrosol

	1
	177.73
	19.11
	826.213
	50.10
	

	2
	483.23
	2.83
	207.528
	12.59
	

	3
	1466.25
	0.14
	4.807
	0.29
	

	4
	1670.68
	-0.02
	0.916
	0.06
	

	5
	1748.03
	0.37
	6.392
	0.39
	

	6
	1908.02
	1.92
	81.375
	4.93
	

	7
	2069.15
	7.30
	211.454
	12.82
	

	8
	2132.62
	0.62
	12.544
	0.76
	

	9
	2242.82
	2.30
	55.963
	3.39
	

	10
	2348.00
	0.11
	3.823
	0.23
	

	11
	2768.70
	0.37
	13.470
	0.82
	

	12
	2902.81
	0.08
	2.636
	0.16
	

	13
	3086.23
	0.01
	8.630
	0.52
	

	14
	3185.77
	0.09
	2.935
	0.18
	

	15
	3403.81
	0.06
	1.314
	0.08
	

	16
	3487.08
	0.05
	1.004
	0.06
	

	17
	3513.10
	0.08
	1.137
	0.07
	

	18
	3599.01
	2.13
	182.897
	11.09
	

	19
	3808.66
	0.17
	8.568
	0.52
	

	20
	3922.68
	0.61
	15.401
	0.93
	

	21
	3981.52
	38.57
	1649.007
	100.00
	


Содержание сухого остатка в экстракте 1: (100* m сухой остаток) / mэкстракт1 = (100* 0.1558)/ 44.854 = 0.347 %

Содержание тирозола в сухой части экстракта 1: 100* тирозол на хром. экстракта1 * С тирозол в калибр. ап.3) / тирозол на хром. калибр. sol. 3 * С тирозол в калибр. ап. 3 = ((100* 4.807* 3.3/200)/(14.014* 155.8/3) = 0.0109% (калибр. ап. 3 - 220 нм)

Содержание салидрозидов в сухой части экстракта 2: С тирозол в сухой части экстр.. 1 2.17 =0.024% 
Рисунок А8. Определение содержания салидрозидов в побеге имматурных растений

R.semenovii
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            Дата: 07.12.2021 12:17:49 

            Образец: корни имматурных растений R.semenovii; 215мг/20мл MeOH-H2O; 20мкл
            Объем: 20.0 мкл
            Столбец: ProntoSil-120-5-C18 AQ     

            Размер: 2.0 x 75 мм   

            Размер дета.: 5.0 мкм
            Поток: 200.00 мкл/мин.   

            Температура:35.0°C   

            Давление: 5.4 MPa
	№
	Удержание, мкл
	Высота, AU
	Площадь, AU*мкл
	Область, %
	Tyrosol

	1
	185.47
	18.71
	553.611
	80.03
	

	2
	285.29
	0.02
	1.342
	0.19
	

	3
	553.58
	1.07
	92.371
	13.35
	

	4
	1437.99
	0.02
	0.546
	0.08
	

	5
	1644.51
	0.00
	2.036
	0.29
	

	6
	1900.71
	0.04
	0.875
	0.13
	

	7
	1995.12
	0.36
	17.289
	2.50
	

	8
	2111.58
	0.17
	5.176
	0.75
	

	9
	2167.61
	0.14
	2.617
	0.38
	

	10
	2215.54
	0.08
	1.674
	0.24
	

	11
	2325.51
	0.08
	2.041
	0.30
	

	12
	2711.65
	0.01
	0.566
	0.08
	

	13
	2888.30
	0.00
	-0.003
	0.00
	

	14
	3145.98
	0.15
	7.867
	1.14
	

	15
	3455.56
	0.01
	0.165
	0.02
	

	16
	3673.43
	0.03
	0.453
	0.07
	

	17
	3812.42
	0.04
	1.306
	0.19
	

	18
	3933.39
	0.06
	1.796
	0.26
	

	
	3981.18
	20.99
	691.734
	100.00
	


                    Содержание сухого остатка в экстракте 2: (100* 0.2146)/ 54.7186 = 0.392 %

Содержание тирозола в сухой части экстракта 2: (100* 0.546* 3.3/200)/(2.818* 215/20) = 0.0297% (калибр. ап. 3 – 280 нм). Содержание салидрозидов в сухой части экстракта 2:0.065%

Рисунок А9. Определение содержания салидрозидов в корнях имматурных растений R.semenovii
[image: image50.png]



                     Дата: 06.12.2021 17:16:17 

                     Образец: побеги R. semenovii во время цветения; 138мг/3мл MeOH-H2O(2:1); 20мкл
                     Объем: 20.0 мкл
                     Столбец: ProntoSil-120-5-C18 AQ   

                     Размер: 2.0 x 75 мм  

                     Размер детали: 5.0 мкм
                     Поток: 200.00 мкл/мин.
                     Температура: 35.0°C
                     давление: 5.3 MPa
	№
	Удержание, мкл
	Высота, AU
	Площадь, AU*мкл
	Область, %
	Tyrosol

	1
	176.23
	18.28
	809.209
	54.77
	

	2
	480.64
	0.99
	83.059
	5.62
	

	3
	1456.73
	0.38
	12.771
	0.86
	

	4
	1572.13
	0.17
	5.136
	0.35
	

	5
	1688.47
	0.06
	1.092
	0.07
	

	6
	1745.92
	0.41
	9.593
	0.65
	

	7
	1908.68
	0.91
	27.405
	1.85
	

	8
	2075.96
	6.02
	181.736
	12.30
	

	9
	2138.76
	0.21
	3.357
	0.23
	

	10
	2247.35
	0.95
	23.498
	1.59
	

	11
	2300.41
	0.01
	0.202
	0.01
	

	12
	2371.96
	0.07
	2.020
	0.14
	

	13
	2430.52
	0.00
	-0.013
	0.00
	

	14
	2513.80
	0.02
	0.197
	0.01
	

	15
	2610.87
	0.47
	21.679
	1.47
	

	16
	2909.15
	0.10
	3.489
	0.24
	

	17
	3016.30
	0.23
	6.176
	0.42
	

	18
	3084.14
	0.07
	2.135
	0.14
	

	19
	3187.87
	0.13
	2.913
	0.20
	

	20
	3356.93
	0.06
	0.926
	0.06
	

	21
	3410.88
	0.07
	2.262
	0.15
	

	22
	3488.76
	0.16
	6.072
	0.41
	

	23
	3597.83
	2.34
	272.647
	18.45
	

	
	3981.48
	32.10
	1477.587
	100.00
	


Содержание сухого остатка в экстракте 3: (100* 0.1376)/ 49.9366 = 0.276 %

Содержание тирозола в сухой части экстракта 3: (100* 12.771* 3.3/200)/(14.014* 138/3) = 0.0327% (калибр. ап. 3 - 220 нм). Содержание салидрозидов в сухой части экстракта 3:0.071%

Рисунок А10. Определение содержания салидрозидов в период цветения в побегах растений 
R. semenovii
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                     Дата: 06.12.2021 17:09:06 

                     Образец: корень R. semenovii в период цветения; 169.8мг/3мл MeOH-H2O(2:1); 20мкл
                     Объем: 20.0 µl
                     Столбец: ProntoSil-120-5-C18 AQ  

                      Размер: 2.0 x 75 мм  

                      Размер дет.:5.0 µm
                      Поток:200.00 мкл/мин       

                      температура: 35.0°C           

                      Давление: 5.0 MPa
	№
	Удержание, мкл
	Высота, AU
	Площадь, AU*мкл
	Область, %
	Tyrosol

	1
	179.39
	13.04
	340.195
	9.88
	

	2
	270.65
	-0.06
	-0.329
	-0.01
	

	3
	479.76
	3.59
	232.402
	6.75
	

	4
	1250.88
	0.86
	27.442
	0.80
	

	5
	1445.62
	11.01
	2381.572
	69.20
	

	6
	1743.63
	0.43
	6.033
	0.18
	

	7
	1807.77
	1.76
	85.933
	2.50
	

	8
	1896.01
	4.02
	109.105
	3.17
	

	9
	2274.53
	0.00
	-0.012
	0.00
	

	10
	2581.62
	0.00
	-0.016
	0.00
	

	11
	2769.09
	0.37
	14.597
	0.42
	

	12
	3011.84
	0.03
	1.311
	0.04
	

	13
	3091.84
	0.40
	16.502
	0.48
	

	14
	3247.84
	0.00
	-0.006
	0.00
	

	15
	3335.29
	0.01
	0.292
	0.01
	

	16
	3396.28
	1.01
	25.233
	0.73
	

	17
	3604.27
	1.85
	192.118
	5.58
	

	18
	3869.58
	0.05
	1.013
	0.03
	

	19
	3931.22
	0.28
	7.663
	0.22
	

	
	3981.73
	38.77
	3441.775
	100.00
	


                   Содержание сухого остатка в экстракте 4: (100* 0.4367)/ 42.8450 = 1.02 %

Содержание тирозола в сухой части экстракта 4: (100* 27.442* 3.3/20)/(80.025* 169.8/3) = 0.0999% (калиб. ап. 2 – 220нм)

                   Содержание салидрозидов в сухой части экстракта 4:0.217%
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Рисунок А11. Определение содержания салидрозидов в период цветения в корнях растений R. semenovii
                        Дата: 06.12.2021 17:13:34

                        образец: созревании семян в побег растений R. semenovii; 229мг/3мл MeOH-H2O(2:1); 20мкл
                        Объем: 20.0 µl
                        столбец: ProntoSil-120-5-C18 AQ
                        размет: 2.0 x 75 мм
                        размер дет.:5.0 µm
                        Поток: 200.00 мкл/мин
                        Температура:35.0°C
                        Давление: 7.8 MPa
	№
	Удержание, мкл
	Высота, AU
	Площадь, AU*мкл
	Область, %
	Tyrosol

	1
	192.92
	18.35
	811.120
	30.59
	

	2
	487.58
	5.59
	358.530
	13.52
	

	3
	673.22
	0.35
	16.845
	0.64
	

	4
	1476.93
	0.29
	21.291
	0.80
	

	5
	1669.20
	0.47
	29.496
	1.11
	

	6
	1714.81
	0.46
	8.356
	0.32
	

	7
	1756.73
	1.56
	28.352
	1.07
	

	8
	1905.35
	2.43
	121.169
	4.57
	

	9
	2053.97
	11.14
	315.598
	11.90
	

	10
	2122.27
	1.44
	30.918
	1.17
	

	11
	2161.47
	0.24
	3.570
	0.13
	

	12
	2230.93
	2.96
	72.243
	2.72
	

	13
	2351.50
	0.14
	4.432
	0.17
	

	14
	2416.68
	-0.01
	-0.045
	0.00
	

	15
	2472.90
	0.52
	11.136
	0.42
	

	16
	2540.25
	0.20
	5.253
	0.20
	

	17
	2599.77
	0.57
	12.563
	0.47
	

	18
	2744.40
	11.07
	576.668
	21.75
	

	19
	3081.01
	1.02
	28.182
	1.06
	

	20
	3489.60
	0.07
	1.275
	0.05
	

	21
	3598.08
	2.15
	181.545
	6.85
	

	22
	3807.61
	0.14
	3.816
	0.14
	

	23
	3863.03
	0.08
	1.475
	0.06
	

	24
	3928.11
	0.26
	7.958
	0.30
	

	
	3979.18
	61.51
	2651.834
	100.00
	


Содержание сухого остатка в экстракте 5: (100* 0.2294)/ 48.1120 = 0.477 %

 Содержание тирозола в сухой части экстракта 5: (100* 21.991* 3.3/20)/(80.025* 229/3) = 0.0575% (калиб.ап. 2 – 220 нм)

                       Содержание салидрозидов в сухой части экстракта 5: 0.125%
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Рисунок А12. Определение содержания салидрозидов при созревании семян в побегах растений R. semenovii
                         дата: 06.12.2021 17:07:21 

                         образец: корни R. semenovii при созревании семян; 245мг/5мл MeOH-H2O(2:1); 20мкл
                         объем: 20.0 µl
                         столбец: ProntoSil-120-5-C18 AQ 

                         размер: 2.0 x 75 мм 

                         размет дет.:5.0 µm
                         Поток: 200.00 мкл/мин    

                         Температура: 35.0°C      

                         Давление: 5.5 MPa
	№
	Удержание, мкл
	Высота, AU
	Площадь, AU*мкл
	Область, %
	Tyrosol

	1
	178.00
	19.13
	952.994
	43.07
	

	2
	498.45
	3.03
	224.982
	10.17
	

	3
	1475.65
	0.21
	11.331
	0.51
	

	4
	1761.65
	0.97
	46.873
	2.12
	

	5
	1919.94
	1.25
	37.794
	1.71
	

	6
	2030.23
	0.53
	29.772
	1.35
	

	7
	2080.57
	3.17
	69.888
	3.16
	

	8
	2139.65
	0.85
	21.963
	0.99
	

	9
	2246.87
	1.57
	40.439
	1.83
	

	10
	2361.50
	0.09
	2.970
	0.13
	

	11
	2413.05
	0.08
	1.595
	0.07
	

	12
	2494.36
	0.54
	16.841
	0.76
	

	13
	2553.78
	0.08
	1.454
	0.07
	

	14
	2618.50
	0.33
	9.475
	0.43
	

	15
	2766.16
	7.48
	267.651
	12.10
	

	16
	3093.43
	1.20
	272.938
	12.34
	

	17
	3604.68
	2.36
	199.703
	9.03
	

	18
	3811.66
	0.08
	2.049
	0.09
	

	19
	3865.93
	0.08
	1.700
	0.08
	

	
	3980.82
	43.01
	2212.410
	100.00
	


                    Содержание сухого остатка в экстракте 6: (100* 0.2446)/ 48.5895 = 0.503 %

   Содержание тирозола в сухой части экстракта 6: (100* 11.331* 3.3/200)/(14.014* 245/5) = 0.0272% (калиб. ап. 3 – 220 нм)

                    Содержание салидрозидов в сухой части экстракта 6: 0.059%

Рисунок А13. Определение содержания салидрозидов при созревании семян в корнях растений R. semenovii
ПРИЛОЖЕНИЕ Б.
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