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Методом тонкослойной хроматографии определен количественный состав липидов, выделенных
из цветков календулы лекарственной и плодов облепихи крушиновидной. Выявлены существенные
различия как долей фосфолипидов (ФЛ) и стеринов в составе общих липидов, так и отдельных
фракций в составе ФЛ. Показано, что липиды исследованных растительных объектов по способно-
сти к окислению достоверно не различаются. Обнаружено, что упаковка ФЛ в мембранах цветков
календулы является менее жесткой, чем в мембранах плодов облепихи. Математический анализ
УФ-спектров с использованием метода Гаусса позволил выявить присутствие различных каротиноидов
и флавоноидов в хлороформном растворе липидов, в то время как более гидрофильные биологически
активные вещества в процессе выделения липидов остаются в смеси полярных растворителей.
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ВВЕДЕНИЕ

В мембранах клеток всех биологических объек-
тов структурной основой являются фосфолипиды
(ФЛ), которые активно участвуют в регуляции кле-
точного метаболизма и обуславливают разнооб-
разие функций клеточной мембраны в целом [1].
Однако роль ФЛ в функционировании раститель-
ных клеток и детальное определение состава их
ФЛ начали активно исследоваться только в по-
следние годы [2–4]. Как и в животных клетках,
количественный состав ФЛ клеточных мембран
растений реагирует на изменения в окружающей
среде, что приводит к своим изменениям физико-
химических свойств мембран. Более того, выявле-
ны сигнальные функции у целого ряда ФЛ, таких
как фосфатидная кислота, лизоформы фосфоли-
пидов, фосфатидилсерин [5–7]. Однако перечис-
ленные исследования проведены преимуществен-
но на растениях вида Arabidopsis thaliana L.

Помимо ФЛ в растениях содержатся различные
биологически активные вещества (БАВ), среди
которых наиболее распространены флавоноиды
и каротиноиды, обладающие наряду с их биоло-
гической эффективностью и антиоксидантными
свойствами [8, 9]. Считается, что фармакологиче-
ское действие лекарственных растений обуслов-
лено преимущественно флавоноидами.

Однако при использовании экстрактов этих
растений в качестве лекарственных средств необ-
ходимо учитывать, что флавоноиды способны об-
разовывать комплексы с ФЛ [10, 11], что оказывает
существенное влияние на их ингибирующую эф-
фективность [11, 12]. Поскольку антиоксидантные
свойства биологических объектов зависят от при-
роды ФЛ и структуры БАВ [13–15], то это обу-
славливает необходимость детального изучения
качественного и количественного состава ФЛ
растительных объектов. Одними из наиболее ши-
роко применяемых в фармакологии растениями
являются цветки календулы и плоды облепихи.

Цели данной работы – изучение количествен-
ного состава и свойств липидов, соотношения
фракций фосфолипидов в цветках календулы ле-
карственной и плодах облепихи крушиновидной,
а также выявление биологически активных ве-
ществ, экстрагирующихся вместе с липидами.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДИКА

Объектами исследования были липиды, выде-
ленные из свежесобранных цветков календулы
лекарственной (Calendula officinalis L.) и заморо-
женных плодов облепихи крушиновидной (Hip-
pophae rhamnoides L.). Липиды из растительных
объектов извлекали по методу Фолча в модифи-
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кации Кейтса [16]. Предварительно взвешенные
цветки календулы и плоды облепихи растирали в
дистиллированной воде в соотношении 1 : 1.95 г
сырой массы/мл дистиллированной воды. В про-
цессе экстракции липиды и гидрофобные БАВ кон-
центрируются в хлороформе, а все гидрофильные
соединения остаются в водно-метанольном раство-
ре. Полученные хлороформные растворы хранили в
морозильной камере при –18°C. Верхние слои вод-
но-метанольных растворов хранили в холодиль-
нике. Хлороформный раствор экстрагированных
липидов использовали для анализа их количе-
ственного состава, а для УФ-спектрометрии ис-
пользовали и водно-метанольные, и хлороформ-
ные растворы.

Качественный и количественный состав ФЛ
определяли методом тонкослойной хроматографии
(ТСХ), используя силикагель марки H производ-
ства компании Sigma-Aldrich (USA), стеклянные
пластинки размером 90 × 120 мм и смесь хлоро-
форм – метанол – ледяная уксусная кислота –
дистиллированная вода в объемном соотношении
12.5 : 7.5 : 2 : 1 в качестве мобильной фазы [17].
Проявление хроматограмм проводили в парах йо-
да. Количественный анализ состава ФЛ после
удаления пятен с пластинки и сжигания их до не-
органического фосфата (P) хлорной кислотой
проводили на спектрофотометре ПЭ-5400ВИ
(группа компаний “ЭКРОС”, Россия) при длине
волны 815 нм по образованию фосфорномолиб-
денового комплекса в присутствии аскорбиновой
кислоты. Для калибровки использовали однозаме-
щенный фосфорнокислый калий марки “ОСЧ”. Для
каждой пробы анализировали не менее 4–5 хро-
матографических дорожек. Содержание стеринов
определяли по их взаимодействию с уксусным
ангидридом в кислой среде [18]. Оптическую
плотность растворов регистрировали на спектро-
фотометре при длине волны 625 нм.

Помимо количественного содержания отдель-
ных фракций, оценивали также обобщенные пока-
затели состава липидов: доля ФЛ (%) и стеринов
(%) в составе общих липидов; отношение фрак-

ций фосфатидилхолина и фосфатидилэтанол-
амина (ФХ/ФЭ), отражающее структурное состоя-
ние мембранной системы ткани [19] и соотношение
сумм долей (в %) более легкоокисляемых и более
трудноокисляемых фракций ФЛ (∑ЛОФЛ/∑ТОФЛ),
характеризующее способность липидов к окисле-
нию [19]. Последнее соотношение вычисляли по
следующей формуле: ∑ЛОФЛ/∑ТОФЛ = (ФИ +
+ ФС + ФЭ + КЛ + ФК)/(ЛФХ + СЛ + ФХ), где
ФИ – фосфатидилинозит, ФС – фосфатидилсе-
рин, КЛ – кардиолипин, ФК – фосфатидная кис-
лота, ЛФХ – лизоформы фосфолипидов, СЛ –
сфинголипиды.

Раствор липидов в хлороформе и оставшийся
после экстракции липидов водно-метанольный
раствор использовали для УФ-спектрометрии.
Дифференциальные УФ-спектры регистрирова-
ли на спектрофотометре “ShimadzuUV-1700 Phar-
maSpec” компании Shimadzu (Япония) в диапазо-
не длин волн от 200 до 500 нм при разбавлении
исходных растворов либо хлороформом, либо
водно-метальной смесью растворителей в соот-
ветствующем соотношении. Полученные УФ-
спектры были аппроксимированы функциями
Гаусса в программе Excel solver путем минимизации
суммы квадратов разности между эксперимен-
тальным и расчетным спектрами. При решении
этих задач сумма квадратов разности составляла
не более 1 ⋅ 10–4. Количество функций Гаусса при
аппроксимации зависело от вида спектра.

Экспериментальные данные обрабатывали
стандартными статистическими методами, ис-
пользуя программный продукт MS Excel и пакет
компьютерных программ KINS [20]. Достовер-
ность различий оценивали по t-критерию Стью-
дента [21]. В табл. 1, 2 данные представлены в виде
средних арифметических значений с указанием
их средних квадратичных ошибок (M ± m).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

В процессе выделения липидов гидрофобные
вещества, в том числе каротиноиды и флавонои-

Таблица 1. Количественное содержание фракций в составе фосфолипидов (% P) 
цветков календулы и плодов облепихи

Примечание: n – количество хроматографических дорожек.

Фракция ФЛ, % P Цветки календулы (n = 5) Плоды облепихи (n = 4)

Лизоформы фосфолипидов 5.5 ± 1.2 6.3 ± 1.1
Сфинголипиды (СЛ) 9.1 ± 0.7 4.0 ± 1.0
Фосфатидилхолин 26.8 ± 2.3 30.4 ± 1.4
Фосфатидилинозит + Фосфатидилсерин 12.1 ± 0.6 12.0 ± 1.8
Фосфатидилэтаноламин 28.8 ± 3.1 16.9 ± 0.8
Кардиолипин 9.7 ± 1.0 15.2 ± 2.2
Фосфатидная кислота 8.1 ± 0.7 15.2 ± 0.9
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ды, должны экстрагироваться с липидами и нахо-
диться в нижнем хлороформном слое, а более
гидрофильные соединения должны оставаться в
верхнем водно-метанольном слое. Действитель-
но, полученные водно-метанольные растворы
были бесцветными, а хлороформные растворы
липидов имели интенсивную окраску. Экстракт
липидов цветков календулы был окрашен в жел-
тый цвет, экстракт липидов плодов облепихи – в
оранжевый.

Количественное соотношение фракций ФЛ в
изученных объектах представлено в табл. 1. Как
видно, в ФЛ цветков календулы преобладают ФХ
и ФЭ, относительные содержания которых прак-
тически равны. Среди минорных фракций более
высокая доля приходится на суммарное содержание
ФИ + ФС, а лизоформы в ФЛ цветков календулы
содержатся в наименьших количествах (табл. 1).
В составе ФЛ плодов облепихи также преобладает
ФХ, а более легкоокисляемые фракции (ФЭ, КЛ
и ФК) содержатся в практически равных долях, в
то время как наиболее низкое относительное со-
держание обнаружено для лизоформ ФЛ и СЛ
(табл. 1).

Обобщенные показатели состава липидов
цветков календулы и плодов облепихи приведены
в табл. 2. Из этих данных следует, что доля ФЛ в со-
ставе общих липидов в цветках календулы в 1.8 раза
(p < 0.01) превышает аналогичный показатель в
плодах облепихи (табл. 2). Липиды цветков ка-
лендулы также содержат и несколько более высо-
кую долю стеринов в составе общих липидов по
сравнению с липидами плодов облепихи (табл. 2).

Существенные различия в количественном со-
ставе ФЛ цветков календулы и плодов облепихи
обуславливают и достоверные различия (p < 0.001)
отношения ФХ/ФЭ, которые равны 0.948 ± 0.062
и 1.802 ± 0.053 для ФЛ цветков календулы и пло-
дов облепихи соответственно. Однако суммарное
содержание более легкоокисляемых фракций ФЛ
в обоих случаях достигает около 60%, а суммарное
содержание более трудноокисляемых фракций
ФЛ чуть больше 40%. При этом мольное отношение
[Стерины]/[ФЛ] для цветков календулы несколь-
ко выше (0.230 ± 0.058), чем в липидах плодов об-
лепихи (0.116 ± 0.015).

УФ-спектры хлороформных растворов липидов
исследуемого растительного сырья представлены

на рис. 1 и 2. Как известно, при использовании
хлороформа в качестве растворителя для УФ-
спектрометрии границы его применимости на-
ходятся в области длин волн λ ≥ 245 нм. Поэтому
анализ спектров хлороформных растворов липи-
дов цветков календулы и плодов облепихи, при-
веденных на рис. 1 и 2, позволяет выявить нали-
чие в этих растворах гидрофобных БАВ, характе-
ризующихся более высокими длинами волн
максимумов полос поглощения. Из представлен-
ных данных видно, что в обоих случаях выявлены
максимумы в диапазоне λ = 246–380 нм и в обла-
сти λ > 400 нм. В соответствии с литературными
данными полосы поглощения в диапазоне λ = 246–
380 нм могут быть обусловлены присутствием
флавоноидов, а в области λ > 400 нм максимумы
поглощения характерны для каротиноидов [22, 23].
Наличие каротиноидов также подтверждается
желтой и оранжевой окраской хлороформных
растворов липидов.

Для проверки возможного наличия гидро-
фильных БАВ в полярном водно-метанольном
слое после экстракции липидов были сняты их
УФ-спектры, приведенные на рис. 3 и 4. Видно,
что в этих спектрах имеются только полосы по-
глощения с максимумами в диапазоне длин волн
от 206–217 до 350–370 нм. Анализ данных литера-
туры позволяет предположить, что эти полосы
поглощения могут быть обусловлены присут-
ствием в этом слое раствора свободных жирных
кислот и гидрофильных БАВ, в том числе и неко-
торых гликозидов флавоноидов.

Анализ имеющихся в литературе данных о соста-
ве ФЛ ряда растений свидетельствует о том, что он
существенно зависит не только от вида и возраста
растения, но и от исследованной части растения
[24–26]. Анализ полученных нами данных соот-
ветствует этому заключению. Так, в ФЛ цветков
календулы относительное содержание ФЭ в 1.7 раз
(p < 0.05) выше, чем в ФЛ плодов облепихи. При
этом в ФЛ плодов облепихи доля КЛ в 1.6 раза
(p < 0.10), а доля ФК почти в 1.9 раза (p < 0.001) вы-
ше, чем в ФЛ цветков календулы. Выявленное более
низкое значение соотношения фракций ФХ/ФЭ
свидетельствует о менее жесткой упаковке ФЛ в
мембранах цветков календулы по сравнению с
аналогичным параметром в плодах облепихи.
Возможно, это обусловлено и достоверно повы-

Таблица 2. Содержание фосфолипидов и стеринов в составе общих липидов цветков календулы и плодов облепихи

Примечание: n – число измерений.

Показатель Цветки календулы Плоды облепихи

Доля фосфолипидов в составе 
общих липидов, %

24.6 ± 2.4,
n = 8

13.5 ± 2.9,
n = 7

Доля стеринов в составе общих 
липидов, %

31.1 ± 1.7,
n = 2

0.83 ± 0.14,
n = 2
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шенным относительным содержанием сфинго-
липидов (p < 0.01) в составе ФЛ (табл. 1), и более
высокой долей стеринов в составе общих липидов
(табл. 2) цветков календулы по сравнению с ана-
логичными величинами для плодов облепихи.
Как показано в работах [2, 4], именно сфинголипи-
ды и стерины образуют в мембранах рафты, которые

оказывают влияние на структуру и функциониро-
вание мембран в растительных клетках.

Максимумы поглощения, выявленные после
математической обработки по методу Гаусса
УФ-спектров полученных растворов, позволяют
идентифицировать некоторые каротиноиды и
флавоноиды на основании опубликованных в ли-
тературе данных [23, 27]. Состав каротиноидов в
цветках календулы и плодах облепихи неодно-
кратно исследовался с помощью разных методов,
и было показано, что как в цветках календулы,
так и в плодах облепихи содержится смесь каро-
тиноидов [28, 29]. Однако сведения о максимумах
полос поглощения ряда каротиноидов в хлорофор-
ме, обнаруженные нами в хлороформных растворах
липидов цветков календулы и плодов облепихи, в
литературе отсутствуют. Возможно, это обусловлено
тем, что ранее выявление в УФ-спектрах максимума
полосы поглощения БАВ проводили, не используя
метод Гаусса, который позволяет более точно оце-
нить величину λ. Определенные различия величин
максимумов полос поглощения общих УФ-спек-
тров и после разложения их по Гауссу были
выявлены для водно-пропиленгликолевых экстрак-
тов ряда лекарственных растений в работе [30].

Количество индивидуальных максимумов полос
поглощения, выявленных при обработке УФ-спек-
тров по методу Гаусса, позволяет сделать предпо-
ложение, что состав каротиноидов в хлороформ-

Рис. 1. УФ-спектр хлороформного раствора липидов цветков календулы и его гауссианы при [LH] = 2.5 ⋅ 10–5 моль/л:
кривые 1 и 14 – исходный и расчетный спектры. Максимумы гауссиан: 2 – 246.0 нм, 3 – 278.3 нм, 4 – 318.6 нм, 5 – 331.2 нм,
6 – 331.8 нм, 7 – 384.0 нм, 8 – 406.9 нм, 9 – 430.0 нм, 10 – 431.1 нм, 11 – 455.9 нм, 12 – 458.2 нм, 13 – 480.2 нм.
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Рис. 2. УФ-спектр хлороформного раствора липи-
дов плодов облепихи и его гауссианы при [LH] = 2.5 ⋅
⋅ 10–5 моль/л: кривые 1 и 8 – исходный и расчетный
спектры. Максимумы гауссиан: 2 – 299.6 нм, 3 –
319.5 нм, 4 – 369.8 нм, 5 – 458.2 нм, 6 – 463.7 нм, 7 –
483.5 нм.
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ном растворе липидов цветков календулы (рис. 1)
более разнообразен, чем в хлороформном растворе
липидов плодов облепихи (рис. 2). В хлороформном
растворе липидов цветков календулы максимумы
полос поглощения дают основание предполагать
наличие хризантемаксантина, флавоксантина и
α-каротина. Максимумы полос поглощения в
хлороформном растворе липидов плодов облепи-
хи позволяют идентифицировать только ликопин.

Для предварительной идентификации инди-
видуальных флавоноидов мы использовали лите-
ратурные данные о максимумах полос поглощения
различных флавоноидов в полярной среде (эти-
ловый спирт) [22]. В спектре водно-метанольного
раствора цветков календулы (рис. 3) обнаружены
полосы поглощения, относящиеся, вероятно, к
3-О-рутинозиду изорамнетина (нарциссину), ко-
торый, как полагают, является одним из наиболее
распространенных флавоноидов цветков кален-
дулы [31]. Обнаруженные в спектре водно-мета-
нольного раствора плодов облепихи (рис. 4) вели-
чины максимумов полос поглощения также не пол-
ностью соответствуют значениям максимумов
полос поглощения, указанным в литературе для тех
флавоноидов, которые ранее были обнаружены в
этом растительном сырье разных сортов. Значения
выявленных максимумов полос поглощения наи-
более близки величинам для лютеолина.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, методом ТСХ в работе опреде-
лен количественный состав ФЛ и содержание ФЛ

и стеринов в составе общих липидов, выделенных
из цветков календулы лекарственной и плодов
облепихи крушиновидной. Показано, что доля
ФЛ и стеринов выше в липидах цветков календу-
лы по сравнению с аналогичными величинами в
плодах облепихи. Основной фракцией в составе
ФЛ обоих растительных объектов является ФХ. В
составе ФЛ цветков календулы доли ФЭ и сфин-
голипидов достоверно выше, чем в ФЛ плодов об-
лепихи, в то время как в составе ФЛ плодов обле-
пихи обнаружено более высокое относительное
содержание КЛ и ФК. Липиды исследованных
растительных объектов по способности к окисле-
нию достоверно не различаются. В то же время
обнаружено достоверно более высокое отноше-
ние фракций ФХ/ФЭ в ФЛ плодов облепихи, что
свидетельствует о менее жесткой упаковке ФЛ в
мембранах цветков календулы, обусловленное,
возможно, повышенной способностью их ФЛ к
образованию рафтов. Математический анализ
УФ-спектров с использованием метода Гаусса
позволил выявить присутствие различных каро-
тиноидов и флавоноидов в хлороформном рас-
творе липидов, в то время как более гидрофиль-
ные БАВ, в том числе и некоторые гликозиды
флавоноидов, в процессе выделения липидов
остаются в смеси полярных растворителей.

Работа выполнена в рамках госзадания Феде-
рального государственного бюджетного учрежде-
ния науки Института биохимической физики
им. Н.М. Эмануэля РАН (тема № 44.4, регистра-
ционный номер 0084-2019-0014).

Рис. 4. УФ-спектр водно-метанольного раствора по-
сле экстракции липидов из плодов облепихи и его
гауссианы (разбавление в 20 раз): кривые 1 и 8 – ис-
ходный и расчетный спектры. Максимумы гауссиан:
2 – 217.8 нм, 3 – 239.5 нм, 4 – 259.3 нм, 5 – 276.4 нм,
6 – 306.5 нм, 7 – 347.5 нм.
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Рис. 3. УФ-спектр верхнего водно-метанольного рас-
твора после экстракции липидов из цветков календу-
лы и его гауссианы (разбавление в 20 раз): кривые 1 и
11 – исходный и расчетный спектры. Максимумы
гауссиан: 2 – 206.3 нм, 3 – 213.6 нм, 4 – 214.4 нм, 5 –
239.7 нм, 6 – 255.5 нм, 7 – 269.4 нм, 8 – 294.6 нм, 9 –
334.4 нм, 10 – 367.6 нм.
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