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В работе оценена способность экстрактов семян грейпфрута (ЭСГ), листьев облепихи (ЭЛО) и чаги
(ЭЧ) ингибировать слияние мембран. Установлено, что ЭЛО и ЭЧ подавляют слияние фосфатидил-
глицерин-обогащенных липидных везикул под действием кальция: индекс ингибирования состав-
ляет около 90 и 100% соответственно. ЭСГ не характеризуется способностью ингибировать слияние
отрицательно заряженных липосом, индуцированное введением кальция. Помимо кальций-опо-
средованного слияния липосом ЭЧ ингибирует и слияние везикул из смеси фосфатидилхолина и
холестерина под действием полиэтиленгликоля с молекулярной массой 8000 Да (индекс ингибиро-
вания равен 80%). Два других экстракта на полимер-индуцированное слияние незаряженных мем-
бран не действуют. Проведена оценка влияния на слияние везикул некоторых мажорных компо-
нентов тестируемых экстрактов. Показано, что флавонолы кверцетин и мирицетин, являющиеся
мажорными компонентами ЭЛО, ингибируют слияние отрицательно заряженных мембран под дей-
ствием кальция (индекс ингибирования составляет около 85 и 60% соответственно). Другой флавонол
ЭЛО, гликозид кверцетина рутин, такого действия не оказывает. Полученные данные позволяют связы-
вать подавление ЭЛО кальций-индуцированного слияния липидных везикул с наличием в его составе
кверцетина и мирицетина. Эти флавонолы практически не влияют на полиэтиленгликоль-индуциро-
ванное слияние везикул, что согласуется с отсутствием действия ЭЛО на слияние липосом под дей-
ствием полимера. Продемонстрирована способность кверцетина и мирицетина уменьшать темпе-
ратуру плавления фосфатидилглицерина с насыщенными углеводородными цепями и увеличивать
полуширину соответствующего плавлению пика. Наблюдаемая корреляция между параметрами,
характеризующими термотропное поведение липида в присутствии кверцетина и мирицетина, и
индексом ингибирования этими соединениями кальций-опосредованного слияния липосом может
указывать на взаимосвязь между способностью флавонолов влиять на упаковку мембранных липи-
дов и подавлять слияние везикул. Пентациклические тритерпеноиды бетулин и люпеол, входящие
в состав ЭЧ, не подавляют слияние везикул под действием как кальция, так и полиэтиленгликоля,
и их присутствие в составе ЭЧ не может быть ответственно за антифьюзогенную активность ЭЧ.
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ВВЕДЕНИЕ
Природные экстракты широко используются в

медицине как самостоятельные лекарственные
препараты, так и в комбинации с другими биологи-
чески активными соединениями. Кроме того, экс-
тракты активно используют в составе косметиче-
ских средств, поскольку они оказывают выражен-

ный противовоспалительный и антимикробный
эффекты.

Литературные данные указывают на высокую
противовирусную активность экстракта семян
грейпфрута (ЭСГ). Установлено, что ЭСГ имеет
значительный потенциал применения в птице-
водстве в качестве дезинфектанта, поскольку су-
щественно снижает титр вирусов, вызывающих
инфекционные заболевания у домашних птиц, в
частности, птичьего гриппа и болезни Ньюкасла
[1]. Результаты недавно опубликованных работ
показали, что коммерчески доступный назаль-
ный спрей, содержащий экстракт семян грейп-
фрута (ЭСГ), может быть использован в качестве

Принятые сокращения: ДОФХ – 1,2-диолеил-sn-глицеро-3-
фосфохолин, ДОФГ – 1,2-диолеоил-sn-глицеро-3-фосфо-
(1′-rac-глицерин), ХОЛ – холестерин, ДПФГ – 1,2-дипаль-
митоил-sn-глицеро-3-фосфо-(1′-rac-глицерин), ПЭГ-8000 –
полиэтиленгликоль с молекулярной массой 8000 Да, ЭСГ –
экстракт семян грейпфрута, ЭЛО – экстракт листьев обле-
пихи, ЭЧ – экстракт чаги.
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дополнительной терапии COVID-19 легкой и сред-
ней степени тяжести [2].

Известно, что облепиха проявляет противови-
русные свойства в отношении вируса денге [3, 4].
Так, экстракт листьев облепихи (ЭЛО) оказался
столь же эффективен в поддержании жизнеспо-
собности клеток, инфицированных вирусом ден-
ге, как и известный противовирусный препарат
рибавирин [5]. Показано, что ЭЛО также проявляет
сравнимую с осельтамивиром активность против
вирусов гриппа А и Б [6].

В последнее время широко обсуждается про-
тивовирусная активность березового гриба или
чаги, в том числе в отношении SARS-CoV-2 [7, 8].
Результаты проведения молекулярного докинга по-
казали, что компоненты экстракта чаги (ЭЧ) (бета-
глюкан, галактоманнан и бетулиновая кислота)
связываются с С-концевым фрагментом рецептор-
связывающего домена S-белка SARS-CoV-2 [9]. ЭЧ
также ингибирует слияние вируса простого герпеса
1 типа с клеточной мембраной [10]. Обнаружено,
что ЭЧ проявляет противовирусную активность в
отношении большого числа вирусов, вызываю-
щих заболевания у кошек: калицивируса, гер-
песа 1 типа, гриппа H3N2 и H5N6, панлейкопении,
инфекционного перитонита и иммунодефицита
[11, 12]. Исследование механизма противовирусно-
го действия ЭЧ в отношении кошачьего калици-
вируса показало, что ингибирующее действие
экстракта связано с блокированием связывания/аб-
сорбции вируса [11]. Продемонстрирована ак-
тивность ЭЧ и против вируса иммунодефицита че-
ловека [13].

Очевидно, что противовирусная активность
природных экстрактов должна быть обусловле-
на их специфическим химическим составом. Из-
вестно, что в состав ЭСГ в большом количестве
входят гликозиды флавононов: нарингин, геспери-
дин и нарирутин [14]. Нарингин и нарирутин явля-
ются гликозидами нарингенина, а геспередин –
гликозидом близкого аналога нарингенина, геспе-
ретина. Анализ литературных данных показывает,
что ЭЛО богаты флавонолами: кверцетином, ми-
рицетином и кемпферолом, а также различны-
ми гликозидами кверцетина, в частности, рути-
ном (кверцетин-3-рутинозидом) [15–17]. К настоя-
щему моменту в составе ЭЧ идентифицировано
около сорока ланостановых тритерпеноидов, преж-
де всего, ланостерин и его производное, иното-
диол. В несколько раз меньших концентрациях,
чем тетрациклические тритерпеноиды, в составе
чаги обнаруживаются пентациклические тритер-
пеноиды, такие как, бетулин и люпеол, а также
другие стерины, в частности, эргостерин [18].

В работе проведена оценка способности ЭСГ,
ЭЛО и ЭЧ ингибировать слияние отрицательно
заряженных и незаряженных липидных везикул
под действием кальция и высокомолекулярного

полиэтиленгликоля соответственно. Определена
роль некоторых компонентов экстрактов в инги-
бировании слияния липосом, а также установлено,
модуляция каких физико-химических свойств бис-
лоя ответственна за ингибирование слияния мем-
бран компонентами экстрактов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе использовали следующие реактивы:
хлорид натрия (NaCl), HEPES, NaOH, этанол, ди-
метилсульфоксид (ДМСО), тритон Х-100, сефадекс
G-50, кальцеин, сорбитол, хлорид кальция (CaCl2),
полиэтиленгликоль с молекулярной массой 8000 Да
(ПЭГ-8000), кверцетин, мирицетин, рутин, бету-
лин, люпеол, 1,2-диолеил-sn-глицеро-3-фосфо-
холин (ДОФХ), 1,2-диолеоил-sn-глицеро-3-фос-
фо-(1′-rac-глицерин) (ДОФГ), холестерин (ХОЛ),
1,2-дипальмитоил-sn-глицеро-3-фосфо-(1′-rac-гли-
церин) (ДПФГ) и 1,2-дипальмитоил-sn-глице-
ро-3-фосфоэтаноламин-N-(лиссамин родамин)
производства фирмы Sigma (США).

Экстракт семян грейпфрута (ЭСГ), экстракт
листьев облепихи (ЭЛО) и экстракт чаги (ЭЧ)
предоставлены ЗАО “Эвалар”. Тестирование
проводилось для трех образцов каждого экс-
тракта, представляющих собой независимые се-
рии экстрагирования.

Исследование способности тестируемых экстрак-
тов и их компонентов ингибировать слияние ли-
пидных везикул, опосредованное различными ин-
дукторами. Одноламеллярные липидные вези-
кулы из смесей ДОФХ/ХОЛ (80/20 мол. %) и
ДОФХ/ДОФГ/ХОЛ (40/40/20 мол. %), нагружен-
ные флуоресцентным маркером кальцеином, фор-
мировали с помощью мини-экструдера производ-
ства Avanti Polar Lipids (США). Исходный раствор
липидов в хлороформе помещали в виалу, после
чего растворитель удаляли потоком азота. Полу-
ченную липидную пленку гидратировали буфером
(35 мМ кальцеина, 10 мМ HEPES-NaOH, pH 7.4)
и после пятикратного замораживания–размора-
живания 13 раз пропускали через поликарбонат-
ную мембрану (Nucleopore TM, США) с диаметром
пор 100 нм для получения гомогенной популяции
больших однослойных липосом. Не захваченный
липосомами кальцеин удаляли гель-фильтрацией
на колонке, заполненной сефадексом G-50. В ка-
честве элюента использовали свободный от каль-
цеина буфер (150 мМ NaCl, 10 мМ HEPES-NaOH,
pH 7.4). Кальцеин внутри липосом в концентра-
ции 35 мМ испытывал самотушение. Для индук-
ции слияния ДОФХ/ДОФГ/ХОЛ и ДОФХ/ХОЛ
липосом использовали кальций (40 мМ CaCl2) и по-
лиэтиленгликоль с молекулярной массой 8000 Да
(ПЭГ-8000 в концентрации 20 вес. %) соответ-
ственно [19–22].
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Образцы экстрактов из исходных растворов в
воде или ДМСО вводили в суспензию липосом до
концентрации 100 мкг/мл.

Интенсивность свечения кальцеина, вытекаю-
щего в окружающий липидные везикулы раствор
при их слиянии, измеряли с помощью спектро-
флюориметра Флюорат Панорама-02 (при длине
волны возбуждения 490 нм, эмиссии 520 нм). В
конце каждого эксперимента в раствор вводили
тритон X-100. При концентрации 10 мМ этот де-
тергент разрушает все липосомы в суспензии, вы-
свобождая захваченный везикулами маркер.

Индекс ингибирования слияния липидных
везикул (ИИ) тестируемыми экстрактами рас-
считывали как:

(1)

где RFInd и RFInh представляют собой среднюю
максимальную утечку флуоресцентного маркера
из везикул, индуцированную введением хлорида
кальция или ПЭГ-8000 в отсутствие и в присут-
ствии тестируемого экстракта соответственно.

Величины утечки RF (%) (RFInd и RFInh) опре-
деляли по формуле:

(2)

где Ii и I0 – интенсивности флуоресценции рас-
твора в присутствии и отсутствие тестируемого
экстракта, Imax – интенсивность флуоресценции
раствора после добавки тритона X-100 (множи-
тель 1.1 введен для учета разбавления образца вод-
ным раствором детергента). Оценка RFInh выпол-
нена с учетом возможного собственного влияния
экстрактов на проницаемость липосом для мар-
кера (утечки кальцеина вследствие разупорядоче-
ния липидов под действием экстрактов).

Кинетику высвобождения маркера под дей-
ствием индукторов слияния до и после введения те-
стируемых экстрактов характеризовали временем
увеличения относительной флуоресценции в е раз.

Для каждого вида экстракта было выполнено
девять независимых повторений с образцами из
трех различных партий. Параметры, характеризу-
ющие действие отдельных компонентов экстрак-
тов на слияние мембран, определены путем вычис-
ления среднего арифметического величин, полу-
ченных в 2–3 независимых экспериментах.

Чтобы доказать статистическую значимость об-
наруженных различий средних величин RF до и по-
сле введения экстрактов или их компонентов, ис-
пользовали непараметрический критерий Ман-
на–Уитни–Уилкоксона (* p ≤ 0.01).

Конфокальная флуоресцентная микроскопия ги-
гантских липосом. Визуализацию изменений в по-
ведении везикул до и после введения в суспензию

−= ⋅Ind Inh
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100%,RF RFИИ
RF

−
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−
i 0

max 0

100%,
1.1

I I
RF

I I

ПЭГ-8000 и экстракта чаги проводили с исполь-
зованием конфокальной флуоресцентной микро-
скопии. Гигантские однослойные везикулы гото-
вили из смеси ДОФХ/ХОЛ (80/20 мол. %) и 1 мол. %
флуоресцентного липидного зонда 1,2-дипальми-
тоил-sn-глицеро-3-фосфоэтаноламин-N-(лизза-
мин родамина) методом электроформации (стан-
дартный протокол, 3 В, 10 Гц, 1 ч, 25°С) с использо-
ванием коммерчески доступного прибора Nanion
vesicle prep pro (Германия). Полученная суспен-
зия липосом содержала 0.5 мМ липида в 1 М рас-
творе сорбитола. Для индукции слияния везикул
в суспензию вводили ПЭГ-8000 до концентрации
10 вес. % и инкубировали в течение 5–10 мин при
комнатной температуре (25 ± 1°С). В экспери-
ментальные образцы последовательно вводили
35 мкг/мл ЭЧ и 10 вес. % ПЭГ-8000 с инкубацией на
каждом этапе 10 мин. Липосомы наблюдали через
иммерсионный объектив 100.0 × /1.4 HCX PL в
Leica TCS SP5 конфокальной лазерной системы
Apo (Leica Microsystems, Германия). Наблюде-
ние препаратов проводили при температуре
25°C. Свечение 1,2-дипальмитоил-sn-глицеро-
3-фосфоэтаноламин-N-(лиззамин родамина) воз-
буждали светом с длиной волны 543 нм (гелий-
неоновый лазер).

Дифференциальная сканирующая микрокалори-
метрия липидных везикул, модифицированных ком-
понентами экстрактов. Гигантские одноламелляр-
ные липосомы формировали из ДПФГ методом
электроформации c помощью прибора Nanion vesi-
cle prep pro (Германия). На стекла подавали пере-
менное напряжение с амплитудой 3 В и частотой
10 Гц в течение 1 ч при температуре 55°C. Кон-
центрация липида составляла 3 мМ. В экспери-
ментальные образцы вводили кверцетин, мири-
цетин и рутин до достижения соотношения липид :
флавонол, равного 10 : 1. Термограммы липосо-
мальных суспензий получали при помощи диф-
ференциального сканирующего микрокалори-
метра μDSC7 (Setaram, Франция). Воспроизводи-
мости температурной зависимости теплоемкости
достигали путем повторного нагревания образца
сразу после охлаждения с постоянной скоростью
0.2°C/мин. Пики на термограммах характеризо-
вали максимальной температурой основного фазо-
вого перехода (Tm) ДПФГ и шириной основного
пика на полувысоте (T1/2). Изменение указанных
параметров позволяет судить о влиянии флавоно-
лов на плотность упаковки мембранных липидов.

Параметры, характеризующие действие фла-
вонолов на термотропное поведение липидов,
определены путем вычисления среднего ариф-
метического величин, полученных для 2 незави-
симых серий приготовления липосом.

Величины RF, t, ИИ, ΔTm, и ΔT1/2 представлены
в виде среднее ± стандартная ошибка среднего
(среднее ± SE).
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

На рис. 1а представлены временные зависи-
мости относительной интенсивности флуорес-
ценции кальцеина (RF, %), вытекающего из
ДОФХ/ДОФГ/ХОЛ (40/40/20 мол. %) липосом при
слиянии везикул, индуцированном введением в
суспензию 40 мМ CaCl2 до и после инкубации с
ЭСГ, ЭЛО и ЭЧ при концентрации 100 мкг/мл в
течение 30 мин при комнатной температуре. В
табл. 1 приведены средние значения макси-
мальной утечки кальцеина (RF) при слиянии
ДОФХ/ДОФГ/ХОЛ везикул под действием каль-
ция в отсутствие и в присутствии различных экс-
трактов. Средняя максимальная утечка флуорофора

при слиянии немодифицированных экстрактами
липидных везикул при введении хлорида кальция
составляет около 90%. Снижение или рост этой
величины указывает на ингибирование или акти-
вацию кальций-опосредованного слияния отрица-
тельно заряженных везикул в присутствии соответ-
ствующего экстракта. Из рис. 1а и табл. 1 видно,
что ЭЛО и ЭЧ существенно подавляют слияние
ДОФХ/ДОФГ/ХОЛ везикул, вызванное введени-
ем в суспензию хлорида кальция: соответствую-
щие величины RF составляют 8 и 2% соответ-
ственно. Для сравнения антифьюзогенной актив-
ности экстрактов на основании значений RF в
соответствии с формулой (1) были рассчитаны их
индексы ингибирования (ИИ) (табл. 1). ИИ ЭЛО

Рис. 1. Зависимость относительной интенсивности флуоресценции кальцеина (RF, %), вытекшего при (а) кальций-опосре-
дованном слиянии ДОФХ/ДОФГ/ХОЛ (40/40/20 мол. %) липосом или (б) ПЭГ-8000-индуцированном слиянии
ДОФХ/ХОЛ (80/20 мол. %) везикул в отсутствие (контроль, черная линия) или после инкубации с 100 мкг/мл ЭСГ (красная
линия), ЭЛО (зеленая линия) и ЭЧ (синяя линия), от времени.
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Таблица 1. Параметры, характеризующие влияние экстрактов в концентрации 100 мкг/мл на утечку кальцеина при
слиянии везикул, сформированных из смеси ДОФХ/ДОФГ/ХОЛ (40/40/20 мол. %) или ДОФХ/ХОЛ (80/20 мол. %),
при введении 40 мМ CaCl2 или 20 вес. % ПЭГ-8000 соответственно

Примечание. RF – максимальная утечка флуоресцентного маркера при слиянии липосом, сформированных из смеси
ДОФХ/ДОФГ/ХОЛ (40/40/20 мол. %) и ДОФХ/ХОЛ (80/20 мол. %), при добавлении в суспензию 40 мМ CaCl2 или 20 вес. %
ПЭГ-8000 в отсутствие (–) и в присутствии тестируемых экстрактов в концентрации 100 мкг/мл; t – константа времени, ха-
рактеризующая кинетику высвобождения маркера при слиянии везикул (зависимость вытекания маркера от времени ап-
проксимирована одноэкспоненциальной функцией); ИИ – индекс ингибирования экстрактами кальций- и ПЭГ-8000-опо-
средованного слияния липидных везикул различного состава. 
# Оценка не проведена ввиду малости величины RF, %.
* p ≤ 0.01 (критерий Манна–Уитни–Уилкоксона, сравнение кальций- или ПЭГ-8000-индуцированной утечки красителя из
везикул в отсутствие и в присутствии экстрактов).

Экстракт
RF, % t, мин ИИ, % RF, % t, мин ИИ, %

CaCl2 ПЭГ-8000

– 90 ± 6 61 ± 6 – 75 ± 5 46 ± 8 –
ЭСГ 92 ± 5 9 ± 5 –3 ± 2 73 ± 6 33 ± 5 –10 ± 5
ЭЛО 8 ± 3* –# 90 ± 3 72 ± 7 4 ± 2 –8 ± 9
ЭЧ 2 ± 1* –# 97 ± 3 13 ± 5* –# 79 ± 3
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составляет около 90%, а в случае ЭЧ достигает
практически 100% (табл. 1). ЭСГ способностью
ингибировать кальций-опосредованное слияние
отрицательно заряженных липосом не характери-
зуется (рис. 1а и табл. 1).

На рис. 1б представлены временные зависимо-
сти относительной интенсивности флуоресцен-
ции кальцеина (RF, %), вытекающего при слия-
нии ДОФХ/ХОЛ (80/20 мол. %) везикул после
введения 20 вес.% ПЭГ-8000 до и после инкуба-
ции с 100 мкг/мл ЭСГ, ЭЛО и ЭЧ. Средняя мак-
симальная утечка при слиянии немодифицирован-
ных экстрактами липосом при введении ПЭГ-8000
в отсутствие экстрактов составляет 75% (табл. 1). Из
рис. 1б и табл. 1 видно, что ЭСГ и ЭЛО не способ-
ны подавлять ПЭГ-индуцированное слияние не-
заряженных везикул: соответствующие величины
RF (79 и 72% соответственно) близки к контроль-
ному значению. При этом как и в случае кальций-
индуцированного слияния отрицательно заряжен-
ных липосом, ЭЧ подавляет слияние незаряженных
везикул под действием ПЭГ-8000: RF составляет
около 10%, а ИИ превышает 70% (табл. 1).

В табл. 1 также представлены характеристиче-
ские времена высвобождения маркера при слиянии
липосом в отсутствие и в присутствии экстрактов.
Из представленных данных видно, что константа
времени, характеризующая кинетику высвобожде-
ния маркера при слиянии ДОФХ/ДОФГ/ХОЛ
(40/40/20 мол. %) и ДОФХ/ХОЛ (80/20 мол. %) ве-
зикул под действием кальция и ПЭГ, составляет
около 60 и 50 мин соответственно. Обращает на
себя внимание ускорение кинетики слияния
ДОФХ/ДОФГ/ХОЛ (40/40/20 мол. %) везикул
под действием кальция в присутствии ЭСГ и
ДОФХ/ХОЛ (80/20 мол. %) липосом под действи-
ем ПЭГ-8000 в присутствии ЭЛО в несколько раз.
Эти различия можно объяснить ускорением ад-

сорбции соответствующих индукторов слияния
на мембранах, модифицированных тестируемы-
ми экстрактами.

Для визуализации слияния везикул под дей-
ствием ПЭГ-8000 и его ингибирования ЭЧ была
проведена конфокальная флуоресцентная микро-
скопия гигантских однослойных везикул, сформи-
рованных из смеси ДОФХ/ХОЛ (80/20 мол. %). На
рис. 2 представлены флуоресцентные микрофо-
тографии ДОФХ/ХОЛ липосом в отсутствие ка-
ких-либо агентов (рис. 2а), в присутствии 10 вес. %
ПЭГ-8000 (рис. 2б) и после введения 10 вес.%
ПЭГ-8000 к липосомам, предварительно моди-
фицированным 35 мкг/мл ЭЧ (рис. 2в). ПЭГ-8000
вызывает увеличение размера липосом, их дефор-
мацию и индуцирует образование многослойных
и мультивезикулярных везикул (рис. 2б), что ука-
зывает на высокую эффективность слияния ли-
пидных везикул под действием полимера. При
этом из рис. 2в видно, что ПЭГ-8000 не оказывает
подобного эффекта на обработанные ЭЧ липидные
везикулы: вероятность появления мультиламелляр-
ных структур мала, в суспензии в большом количе-
стве обнаруживаются одиночные одноламелляр-
ные везикулы. Эти данные подтверждают вывод о
подавлении ЭЧ слияния везикул под действием
ПЭГ-8000.

Для выяснения механизмов ингибирования
кальций- и ПЭГ-индуцированного слияния вези-
кул ЭЛО и ЭЧ нами проведена оценка влияния на
этот процесс некоторых мажорных компонентов
экстрактов: флавонолов, входящих в состав ЭЛО,
кверцетина, рутина и мирицетина, а также пента-
циклических тритерпеноидов, обнаруживаемых в
составе ЭЧ, бетулина и люпеола. Химические
структуры перечисленных соединений представле-
ны на рис. 3.

Рис. 2. Примеры флуоресцентных микрофотографий гигантских везикул, сформированных из смеси ДОФХ/ХОЛ
(80/20 мол. %) и 1 мол. % флуоресцентного липидного зонда, дипальмитоилфосфатидилэтаноламина-N-(лиссамин
родамин B сульфонила), в отсутствие каких-либо агентов (а), в присутствии 10% ПЭГ-8000 (б) и после введения
10 вес. % ПЭГ-8000 в суспензию липосом, предварительно обработанных 35 мкг/мл ЭЧ (в). Размер каждой микрофо-
тографии составляет 65 × 65 мкм.

а б в
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Рисунок 4 и табл. 2 суммируют данные, полу-
ченные при исследовании антифьюзогенной ак-
тивности тестируемых компонентов ЭЛО и ЭЧ.
Из рис. 4а и табл. 2 видно, что флавонолы ЭЛО,
кверцетин и мирицетин, ингибируют слияние от-
рицательно заряженных мембран под действием
кальция (ИИ составляет около 85 и 60% соответ-
ственно), другой компонент ЭЛО, гликозид квер-
цетина, рутин, таким эффектом не характеризу-
ется. Таким образом, подавление кальций-ин-
дуцированного слияния липидных везикул под
действием ЭЛО можно связывать с наличием в
его составе кверцетина и мирицетина. Неспособ-
ность флавонолов ингибировать слияние незаря-
женных липосом под действием ПЭГ-8000 (рис. 4б
и табл. 2) хорошо согласуется с отсутствием влия-
ния ЭЛО на этот процесс (табл. 1).

Для понимания взаимосвязи между влиянием
компонентов ЭЛО на слияние отрицательно за-
ряженных липосом, обогащенных фосфатидил-
глицерином, и их способностью модифицировать
физические свойства фосфатидилглицерин-содер-
жащих мембран было изучено термотропное пове-
дение ДПФГ до и после введения в липосомаль-
ную суспензию кверцетина, мирицетина и рутина.
В отсутствие флавонолов температура главного фа-
зового перехода ДПФГ, Tm, составляет 41.3°C, ши-
рина пика на полувысоте, T1/2, равна 0.6°С (рис. 5).
Основные параметры, характеризующие плавле-

ние ДПФГ в присутствии флавонолов, представ-
лены в табл. 2. Кверцетин и мирицетин при соот-
ношении липид : флавонол 10 : 1 вызывают паде-
ние Tm на 1.2 и 1.1°C соответственно. При этом
кверцетин увеличивает T1/2 на 0.8°C, а мирицетин –
на 0.6°C (табл. 2). Введение рутина в такой же кон-
центрации не сопровождается изменением термот-
ропного поведения ДПФГ (табл. 2). Наблюдаемая
корреляция между параметрами, характеризую-
щими плавление ДПФГ в присутствии флавоно-
лов, и их антифьюзогенной активностью в отно-
шении кальций-индуцированного слияния фос-
фатидилглицерин-содержащих везикул (табл. 2)
указывает на взаимосвязь между их способностью
влиять на плотность упаковки мембранообразую-
щих липидов и ингибировать слияние липосом.
Аналогичное заключение было сделано нами при
сопоставлении влияния алкалоидов на кальций-
опосредованное слияние везикул и термотропное
поведение липидов [23].

Ранее нами показано, что кверцетин и мири-
цетин оказывают менее выраженное действие
на термотропное поведение дипальмитоилфос-
фохолина (ДПФХ), чем ДПФГ: при соотноше-
нии ДПФХ : флавонол 10 : 1 кверцетин и мирице-
тин вызывают падение Tm на 0.3°C и рост T1/2 на
0.7 и 0.2°C соответственно [24]. Как и в случае
ДПФГ, рутин не оказывает влияния на плавление
ДПФХ [24]. С учетом данных о значительном по-

Рис. 3. Химическая структура некоторых компонентов ЭЛО и ЭЧ: кверцетина, мирицетина, рутина, бетулина и люпеола.
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давлении кальций-опосредованного слияния фос-
фатидилглицерин-содержащих везикул в присут-
ствии кверцетина и мирицетина и отсутствием
ингибирующей способности этих флавонолов в
отношении ПЭГ-8000-индуцированного слияния
фосфатидилхолин-обогащенных везикул (табл. 2),
выраженное действие кверцетина и мирицетина на
плавление ДПФГ (табл. 2) и снижение эффектов
в случае ДПФХ [24] позволяют полагать, что ан-
тифьюзогенная активность этих флавонолов обу-
словлена их способностью разупорядочивать мем-
браны из фосфатидилглицеринов. При этом менее
выраженное влияние кверцетина и мирицетина на

плотность упаковки бислоев из фосфатидилхоли-
нов приводит к неспособности флавонолов по-
давлять слияние фосфатидилхолин-обогащен-
ных везикул.

На рис. 4 видно, что пентациклические три-
терпеноиды, входящие в состав ЭЧ, бетулин и лю-
пеол, практически не подавляют слияния ни отри-
цательно заряженных везикул под действием
кальция (рис. 4а), ни незаряженных липосом в
присутствии ПЭГ-8000 (рис. 4б). Таким образом,
ввиду невыраженной антифьюзогенной активно-
сти этих тритерпеноидов в обеих системах (табл. 2),
бетулин и люпеол не могут быть компонентами,

Таблица 2. Параметры, характеризующие влияние компонентов тестируемых экстрактов, на утечку кальцеина при
слиянии везикул, сформированных из смеси ДОФХ/ДОФГ/ХОЛ (40/40/20 мол. %) или ДОФХ/ХОЛ (80/20 мол. %),
под действием 40 мМ CaCl2 или 20 вес. % ПЭГ-8000 соответственно

Примечание. а согласно [25]; RF – максимальная утечка флуоресцентного маркера при слиянии липосом; ИИ – индекс инги-
бирования мажорными компонентами тестируемых экстрактов кальций- и ПЭГ-8000-опосредованного слияния везикул;
ΔTm, ΔT1/2 – изменение температуры и полуширины пика главного фазового перехода ДПФГ (cоотношение липид : флаво-
нол и липид : тритерпеноид составляет 10 : 1 и 50 : 1, соответственно).
* p ≤ 0.01 (критерий Манна–Уитни–Уилкоксона, сравнение кальций- или ПЭГ-8000-индуцированной утечки красителя из
везикул в отсутствие и в присутствии компонентов экстрактов).

Компонент,
мкМ RF, % ИИ, % RF, % ИИ, % –ΔTm, °C ΔT1/2, °C

CaCl2 ПЭГ-8000 ДПФГ

– 90 ± 6 – 75 ± 5 – – –
Кверцетин, 20 9 ± 1* 85 ± 2 77 ± 11 –2 ± 5 1.2 ± 0.2 0.8 ± 0.1
Мирицетин, 20 31 ± 3* 58 ± 4 76 ± 12 3 ± 10 1.1 ± 0.2 0.6 ± 0.2
Рутин, 20 88 ± 1 –5 ± 2 80 ± 3 –7 ± 6 0 0
Бетулин, 10 90 ± 2 1 ± 1 67 ± 5 11 ± 2 0.1 ± 0.1а 0.1 ± 0.1а

Люпеол, 10 82 ± 9 7 ± 8 70 ± 4 8 ± 2 0.1 ± 0.1а 0.2 ± 0.1а

Рис. 4. Зависимость относительной интенсивности флуоресценции (RF, %) кальцеина, вытекшего при (а) кальций-
опосредованном слиянии ДОФХ/ДОФГ/ХОЛ (40/40/20 мол. %) липосом или (б) ПЭГ-8000-индуцированном сли-
янии ДОФХ/ХОЛ (80/20 мол. %) везикул в отсутствие (контроль, черная линия) и после инкубации с 20 мкМ флаво-
нолов (кверцетина (красная линия), мирицетина (синяя линия) и рутина (циановая линия)) или 10 мкМ пентацикли-
ческих тритерпеноидов (бетулина (фиолетовая линия) и люпеола (оранжевая линия)).
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ответственными за подавление ЭЧ слияния вези-
кул под действием как кальция, так и ПЭГ-8000
(табл. 1). Следует отметить, что тестируемые три-
терпеноиды характеризуются невыраженным дей-
ствием на термотропное поведение ДПФГ (Tm
уменьшается менее чем на 0.3°C, а T1/2 увеличива-
ется на 0.1°C (табл. 2)) и ДПФХ [25]. Это хорошо
согласуется с предположением о связи разупоря-
дочивающей способности тестируемых соедине-
ний с их антифьюзогенной активностью: слабое
влияние бетулина и люпеола на плавление ДПФГ
(табл. 2) и ДПФХ [25] выражается в неспособно-
сти этих тритерпеноидов ингибировать слияние
фосфатидилглицерин- и фосфатидилхолин-обо-
гащенных везикул (табл. 2).

Маловероятно, что антифьюзогенная способ-
ность ЭЧ обусловлена присутствием в его составе
стеринов, поскольку они известны своей способно-
стью увеличивать отрицательную спонтанную кри-
визну липидных монослоев при адсорбции [26] и
тем самым могут скорее индуцировать слияние
мембран. Наличие гидроксильной группы в боко-
вой цепи гидрофильного производного ланостери-
на, инотодиола, может препятствовать его погруже-
нию в углеводородный остов бислоя и изменять
трансмембранный профиль латерального давле-
ния таким образом, чтобы увеличивать энергию
образования промежуточных интермедиатов сли-
яния и подавлять процесс объединения мембран.
Ингибирование экстрактом чаги слияния незаря-
женных липидных везикул может указывать на
противовирусное действие этого экстракта.
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Mechanisms of Inhibition of Lipid Vesicles Fusion 
by Extracts of Chaga and Buckthorn Leaves

S. S. Efimova1, *, P. D. Zlodeeva1, E. V. Shekunov1, O. S. Ostroumova1

1Institute of Cytology, Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, 194064 Russia
*e-mail: efimova@incras.ru

The ability of extracts of grapefruit seeds (ESG), sea buckthorn leaves (ESBL), and chaga (EC) to inhibit
membrane fusion was evaluated. It was established that ESBL and EC inhibited the fusion of phosphatidyl-
glycerol-enriched lipid vesicles under the action of calcium: the inhibition index was about 90 and 100%, re-
spectively. ESG did not inhibit the fusion of negatively charged liposomes induced by the introduction of cal-
cium. EC also inhibited the fusion of vesicles made from a mixture of phosphatidylcholine and cholesterol
under the action of polyethylene glycol with a molecular weight of 8000 Da (inhibition index was 80%). ESG
and ESBL had no effect on the polymer-induced fusion of uncharged liposomes. The effects of some major
components of the tested extracts on the fusion of vesicles were also evaluated. It was shown that the major
flavonols of ESBL, quercetin and myricetin, inhibited the fusion of negatively charged membranes under the
action of calcium (the inhibition index was about 85 and 60%, respectively), while rutin had no effect. The
ability of quercetin and myricetin to decrease the melting temperature of phosphatidylglycerol and to increase
the half-width of the main peak was demonstrated. The observed correlation between the parameters char-
acterizing the lipid thermotropic behavior in the presence of quercetin and myricetin and their antifusogenic
activity may indicate the relationship between the ability of f lavonols to influence the lipid packing and to
inhibit vesicle fusion. Pentacyclic triterpenoids of EC, betulin and lupeol, did not suppress the fusion of ves-
icles under the action of either calcium or polyethylene glycol, and their presence in EC could not be respon-
sible for the antifusogenic activity of the extract. The ability of EC to suppress membrane fusion may indicate
a possible antiviral activity of these extracts against enveloped viruses.

Keywords: natural extracts, membrane fusion inhibitors, liposomes, f lavonols, saponins
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