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Аннотация:  Dicerothamnus  rhinocerotis  (Lf)  Koekemoer,  также  известный  как  куст  носорога  и  ранее  
называвшийся  Elytropappus  rhinocerotis  (Lf)  Less.,  относится  к  семейству  растений  Asteraceae.  Растение  
традиционно  используется  для  лечения  расстройства  желудка,  язвы  желудка,  гриппа  и  диареи.  Целью  
данного  исследования  было  изучение  фитохимических,  антиглюкозидазных,  антиамилазных  и  
антитирозиназных  эффектов  D.  rhinocerotis,  поскольку  исследования  в  этой  области  ограничены.  
Высушенные  на  воздухе  растительные  материалы  мацерировали  в  80%  метаноле  (MeOH)  и  
фракционировали  между  гексаном,  дихлорметаном  (DCM),  этилацетатом  (EtOAc)  и  бутанолом  (BuOH).  Для  
выделения  соединений  использовали  колоночную  хроматографию  на  силикагеле .  Всего  из  фракций  
выделено  шесть  соединений  (1–6) :  акацетин  (1),  15-гидрокси-цис-клеродан-3-ен-18-овая  кислота  (2),  
акацетин-7-глюкозид  (3),  пинитол  (4),  апигенин  (5)  и  β-ситостерин-  3-О-гликозид  (6).  Соединения  2–4  и  6  
обнаружены  для  этого  растения  впервые.  Среди  различных  фракций  фракции  BuOH  и  EtOAc  обладали  
сильной  ингибирующей  тирозиназу  активностью  со  значениями  IC50  13,7  ±  1,71  и  11,6  ±  2,68  мкг/мл  
соответственно,  в  то  время  как  среди  выделенных  соединений  апигенин  (5)  обладал  самой  сильной  
ингибирующей  активностью,  при  этом  IC50  14,58  мкМ,  что  выгодно  конкурирует  с  койевой  кислотой  
(17,26  мкМ).  Анализ  антиглюкозидазы  показал  хорошую  активность  в  трех  фракциях  и  соединении  5,  
тогда  как  анализы  антиамилазы  не  показали  значительной  ингибирующей  активности.
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1.  Введение

Asteraceae  или  Compositae  (обычно  называемые  семейством  астр,  маргариток,  сложноцветных  
или  подсолнечника)  —  очень  большое  и  широко  распространенное  семейство  цветковых  растений  
[1,2].  Семейство  насчитывает  34  510  общепринятых  видовых  названий  1729  родов  [3].  Некоторые  виды  
этого  семейства  обладают  известными  лечебными  свойствами.  Например,  антитирозиназная  активность  
показана  у  Bubonium  imbricatum,  Cladanthus  arabicus,  Achyrocline  satureioides,  Artemisia  verlotiorum,  
Flourensia  Campestris,  Pterocaulon  alopecuroide  и  Tagetes  minuta  [4],  тогда  как  Bubonium  imbricatum  и  
Cladanthus  arabicus  проявляют  хорошую  антидиабетическую  активность  [5] ].

Dicerothamnus  rhinocerotis  (Lf)  Koekemoer,  также  известный  как  носорог  куст  и  
реностербос  и  ранее  называвшийся  Elytropappus  rhinocerotis  (Lf)  Less.,  представляет  собой  
лекарственное  растение,  используемое  в  традиционной  африканской  медицине  [6,7].  
Растение  принадлежит  к  семейству  Астровые  и  распространено  в  Южной  Африке  и  Намибии  
[6,7].  Куст  носорога  –  одноствольный  небольшой  кустарник  средней  высотой  2  м.  Старые  ветви  грубые  и  имеют
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Неблагоприятное  действие  тирозиназы  на  потемнение  фруктов  и  овощей  и  гиперпигментацию  кожи  
человека  побудило  исследователей  найти  антитирозиназные  агенты,  также  известные  как  ингибиторы  
тирозиназы,  особенно  в  пищевой  и  косметической  промышленности  [ 24].  Эти  ингибиторы  воздействуют  
на  активность  тирозиназы,  останавливая  выработку  меланина  в  меланоцитах.  Многие  косметические  
компании,  производящие  кремы  для  осветления  кожи,  используют  эти  ингибиторы,  поскольку  они  
являются  наиболее  коммерчески  доступными  средствами  для  отбеливания  кожи  [26,27].  Сообщалось,  что  
широко  используемые  антитирозиназа,  койевая  кислота  и  гидрохинон  вызывают  окислительное  
повреждение  липидов  и  необратимую  потерю  меланоцитов  в  коже  после  длительного  использования  и  
поэтому  запрещены  во  многих  странах;  поэтому  невозможно  переоценить  необходимость  в  безопасных  
ингибиторах  тирозиназы  [27].

Кроме  того,  его  используют  как  горькое  тонизирующее  средство  для  стимуляции  потери  аппетита  и  
лечения  колик,  гриппа,  диареи  и  судорог  у  детей  [11].  Кроме  того,  есть  сообщения  о  традиционном  
использовании  растения  для  лечения  диабета  2  типа  и  снижения  высокого  кровяного  давления  [9,10].  
Сахарный  диабет  —  это  заболевание,  связанное  с  высоким  уровнем  сахара  в  крови,  состояние,  при  
котором  организм  не  может  эффективно  контролировать  метаболизм  глюкозы,  которая  является  основным  
источником  энергии.  Симптомами  высокого  уровня  сахара  в  крови  являются  постоянное  мочеиспускание,  
повышенная  жажда  и  голод.  Пациенты  с  диабетом  имеют  повышенный  риск  развития  других  серьезных,  
опасных  для  жизни  проблем  со  здоровьем,  что  приводит  к  более  высоким  затратам  на  медицинскую  
помощь,  снижению  качества  жизни  и  увеличению  смертности  [12,13].

Что  касается  фитохимии  растения,  сообщалось  о  сердечных  гликозидах,  дубильных  веществах,  
сапонинах  и  редуцирующих  сахарах  [7].  Сообщалось,  что  липофильные  смолы  составляют  20%  его  
сухой  массы,  а  80%  сырого  экстракта  высушенного  растительного  сырья  составляют  
метоксилированные  флавоны,  цирсимаритин,  гиспидулин,  эупафолин  и  кверцетин  [7].  Также  были  
идентифицированы  бензойная  кислота  и  ее  производные  (протокатеховая  кислота,  вератровая  кислота  и  п-
гидробензойная  кислота),  а  также  производные  коричной  кислоты  (синаповая  кислота,  п-кумаровая  кислота  
и  феруловая  кислота)  [28,29].  В  более  недавнем  исследовании  6,7-диметоксикумарин,  4'  ,5,7-тригидроксифлавон,  5,7-дигидрокси-  4'-

Также  считается,  что  он  участвует  в  развитии  и  защитном  механизме  насекомых  с  точки  
зрения  производства  меланина,  склеротизации,  инкапсуляции  паразитов  и  заживления  ран  [24,25].

По  последним  данным  Международной  диабетической  федерации  (IDF),  7%  южноафриканцев  в  
возрасте  от  21  до  79  лет  страдают  диабетом  [14],  причем  способствующими  факторами  являются  
старение  населения,  экономический  переход  и  урбанизация,  связанная  с  изменением  питания  
и  ожирение  [15,16].  По  оценкам,  диабет  является  причиной  около  8000  новых  случаев  слепоты  
и  2000  новых  случаев  ампутаций  ежегодно  в  Южной  Африке  [17].  Сахарный  диабет  2  типа  
(СД2)  начинается  с  резистентности  к  инсулину  —  состояния,  при  котором  клетки  организма  
плохо  реагируют  на  инсулин  [18].  Обычное  лечение  диабета  включает  инсулин,  прамлинтид  
и  метформин.  Эти  препараты  имеют  побочные  эффекты,  к  которым  относятся  метеоризм,  
утомляемость,  тошнота,  увеличение  веса,  гипогликемия  и  инфекции  мочеполовой  системы  
[19].  Несмотря  на  доступность  современных  средств,  пациенты  по-прежнему  используют  
альтернативную  медицину  (травы)  либо  отдельно,  либо  в  сочетании  с  традиционной  
медициной,  поскольку  растет  интерес  к  дополнительной  и  альтернативной  медицине,  
особенно  при  лечении  хронических  заболеваний,  таких  как  диабет  [20,  21].  Сообщалось,  что  
Dicerothamus  rhinocerotis  традиционно  используется  при  лечении  диабета  2  типа  [9,10],  что  
легло  в  основу  этого  исследования,  т.е.  для  определения  активности  этого  растения  и  
выявления  активных  метаболитов,  ингибирующих  альфа-амилазу  и  альфа-амилазу.  ферменты  глюкозидазы.

Как  отмечалось  ранее,  сообщалось,  что  некоторые  представители  семейства  Asteraceae  проявляют  
антитирозиназную  активность,  но  сообщения  о  Dicerothamus  rhinocerotis  ограничены.  Тирозиназа  —  это  
фермент,  содержащий  несколько  меди,  который  содержится  в  тканях  растений  и  животных  и  вызывает  
потемнение  продуктов  питания  и  выработку  клеток  меланина  у  животных.  Он  действует  в  
каталитическом  цикле  либо  гидроксилируя  монофенолы  до  о-дифенолов,  либо  окисляя  о-дифенолы  до  о-
хинонов,  которые  в  конечном  итоге  образуют  меланин  [22,23].  Этот  фермент  отвечает  за  потемнение  
грибков,  поврежденных  тканей  растений  и  поврежденных  плодов  во  время  обработки  и  обработки  после  сбора  урожая.

даже  сероватый  лает.  Листья  содержат  перистые  белые  волоски,  что  придает  растению  сероватый  
общий  вид  [8].  В  традиционной  медицине  молодые  кончики  ветвей  используются  для  лечения  
расстройства  желудка,  язвы  желудка,  диспепсии,  рака  желудка  и  лихорадки  [9,10].
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2.  Материалы  и  методы

2.1.  Растительный  материал

Целью  данного  исследования  является  изучение  фитохимических  веществ  D.  rhinocerotis  и  оценка  
их  антидиабетической  и  антитирозиназной  активности  для  обоснования  этнофармакологических  
утверждений.

метоксифлавон,  5,7-дигидрокси-4'  ,6-диметоксифлавон,  кемпферол,  3-метиловый  эфир,  (+)-13-  эпилабданоловая  
кислота,  (+)-энт-лабданоловая  кислота,  (+)-метил  13-эпилабданолят  и  (+)-(8R,13R)  -лабдан-8,15-диол  были  
выделены  [30].  Также  из  листовых  стеблей  растения  было  выделено  (+)-13-эпилабданоловая  кислота,  (+)-
энт-  лабданоловая  кислота  и  энт-лабд-13-ен-8-β-гидрокси-15-овая  кислота.  сообщили  [31].  Отмечено,  что  
флавоноиды,  выделенные  из  этого  растения,  метоксилированы  [30],  а  ринотеротиноевая  кислота  проявляет  
противовоспалительную  активность  [9–11].

2.3.  Экстракция  и  фракционирование  растительного  

материала.  Порошок  Dicerothamnus  rhinocerotis  (1,065  кг)  мацерировали  в  80%  метаноле  (6,0  л  ×  2)  при  
комнатной  температуре  в  течение  24  часов,  смесь  фильтровали  и  выпаривали  под  давлением,  получая  354,69  
г  (~33%). ,  сухая  масса).  Выход  состоял  из  липкой  массы  (240  г),  которая  прилипала  к  круглодонной  колбе  
во  время  выпаривания  (сырой  экстракт  МеОН),  и  лиофилизированного  неочищенного  экстракта  (144,69  г).  
Высушенный  сырой  экстракт  (144,69  г)  суспендировали  в  воде  и  последовательно  экстрагировали  
гексаном,  дихлорметаном  (DCM),  этилацетатом  (EtOAc)  и  бутанолом  (BuOH).

Экстракт  EtOAc  (13  г)  предварительно  адсорбировали  на  силикагеле  и  фракционировали  с  помощью  CC  
путем  градиентного  элюирования,  инициированного  100%  гексаном  и  постепенного  увеличения  полярности  
с  помощью  EtOAc  до  достижения  100%  EtOAc.  Затем  для  завершения  элюирования  вводили  МеОН .  В  результате  
сбора  элюатов  была  получена  171  фракция,  которые  были  объединены  вместе  на  основе  их  профилей  ТСХ,  
разделив  их  тем  самым  на  9  фракций.  Соединение  1  вновь  было  получено  из  фракций  F30–F42,  а  соединение  
5  –  из  фракций  F66–F73.

Листья  Dicerothamnus  rhinocerotis  были  собраны  20  мая  2019  года  в  Национальном  ботаническом  саду  
Кирстенбош  в  Кейптауне,  Южная  Африка,  где  он  был  идентифицирован  систематиком  (номер  ваучера:  
OW-2019-01).  Его  сушили  на  воздухе  при  комнатной  температуре  в  течение  10  дней  и  измельчали  в  порошок.  
Полученный  растительный  материал  взвешивали.

2.2.  Оборудование  и  химические  

реагенты.  Спектры  ЯМР  (1D  и  2D)  записывали  на  ЯМР-спектрометре  Avance  400  МГц  
(Bruker,  Rheinstetten,  Germany)  при  400  МГц  и  100  МГц  для  протона  (1H)  и  углерода  ( 13C)  
соответственно.  Химические  сдвиги  (δ)  выражались  в  частях  на  миллион  (ppm),  а  константы  
взаимодействия  (J)  —  в  Гц.  Значения  ЯМР  1Н  и  13С  относились  к  внутреннему  стандарту  
тетраметилсилану  (ТМС)  и  были  получены  в  дейтерированных  растворителях  (хлороформе,  
воде  или  ДМСО).  Колоночную  хроматографию  (CC)  проводили  с  использованием  нормально-
фазового  силикагеля ,  а  тонкослойную  хроматографию  (ТСХ)  проводили  на  алюминиевых  
листах  силикагеля  (силикагель  60  F254,  Merck,  Рэуэй,  Нью-Джерси,  США).  Визуализация  пятен  
на  листах  ТСХ  осуществлялась  с  использованием  сернокислотного  реагента  ванилин  и  тепловой  пушки.
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Экстракт  BuOH  (59  г)  предварительно  адсорбировали  на  силикагеле  и  фракционировали  с  
использованием  CC  путем  градиентного  элюирования,  инициированного  100%  DCM  и  постепенного  
увеличения  полярности  с  помощью  MeOH  до  завершения  элюирования,  в  результате  чего  получили  88  
фракций.  Соединения  3  (бледно-  желтый)  и  4  (беловатый)  выпадали  в  осадок  непосредственно  из  фракций  
F23–F24  и  F43–F46  основной  колонки.

Экстракт  ДХМ  (6  г)  фракционировали,  предварительно  адсорбировав  его  на  силикагеле  и  используя  
CC  путем  градиентного  элюирования,  начиная  со  100%  гексана  и  постепенно  увеличивая  полярность  с  
помощью  EtOAc  до  100%.  Использовали  EtOAc;  затем  вводили  МеОН  для  завершения  элюирования.  Всего  74  
фракции,  собранные  из  CC,  были  объединены  вместе  на  основе  их  профилей  ТСХ,  чтобы  получить  три  
фракции  (F1;  F2  и  F3).  Фракцию  F2  (2,01  г)  дополнительно  фракционировали  с  использованием  CC,  в  
результате  чего  были  получены  два  соединения:  соединение  1,  которое  выглядело  как  желтые  
игольчатые  кристаллы,  и  соединение  2,  которое  выглядело  как  белые  кристаллы.
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Суммарные  выходы  выделенных  соединений  были  следующими:  соединение  1  (171,1  
мг),  соединение  2  (3,13  г),  соединение  3  (3,4  мг),  соединение  4  (176,8  мг),  соединение  5  (24,5  
мг)  и  соединение  6  ( 53,6  г).

(1)

где
CE:  поглощение  контроля  ферментами.
C:  поглощение  контроля  без  ферментов.

100
1Ингибирование  (%)  =

Сырой  метанольный  экстракт  (120  г)  предварительно  адсорбировали  на  силикагеле  и  фракционировали  
с  помощью  CC  путем  градиентного  элюирования  (гексан:EtOAc,  100:0  �  0:100%).  В  результате  было  
выделено  соединение  6  в  виде  белого  осадка.  Соединения  1,  2  и  4  также  были  повторно  выделены.

SE:  поглощение  тестируемого  образца  ферментами.

Значения  IC50  образцов  с  хорошим  ингибированием  определяли,  как  описано  ранее.

2.5.  Анализ  ингибирования  альфа-глюкозидазы

S:  поглощение  тестируемого  образца  без  фермента.
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×(CE  -  C)  -  (SE  -  S)
(СЕ  �  С)

Ингибирующую  активность  растительных  экстрактов  и  выделенных  соединений  
против  α-глюкозидазы  Saccharomyces  cerevisiae  определяли  путем  небольшой  модификации  
метода,  описанного  Ямаки  и  Мори  [33].  Реакционную  смесь,  состоящую  из  50  мкл  
фосфатного  буфера  (50  ММ,  pH  6,8),  образца  (10  мкл,  200  мкг/мл)  и  50  мкл  раствора  альфа-
глюкозидазы  (1  ед./мл),  инкубировали  при  37  °С  в  течение  15  минут  в  96-луночном  
планшете.  После  первоначальной  инкубации  к  реакционным  смесям  в  96-луночных  
планшетах  добавляли  20  мкл  5  мМ  субстрата,  т.е.  п-нитрофенил-α-D-глюкопиранозида  (п-НПГ),  
и  инкубировали  при  37  °С  в  течение  20  мин. ;  затем  ферментативную  реакцию  останавливали  
добавлением  0,1  М  раствора  карбоната  натрия  (Na2CO3)  (50  мкл).  За  ферментативным  
гидролизом  субстрата  следили  по  количеству  п-нитрофенола,  выделившегося  в  
реакционной  смеси  при  405  нм,  с  помощью  спектрофотометра  AccuReader  M965  Metertech  
(V1.11).  Контроль  без  ферментов  (В)  готовили  путем  замены  фермента  на  фосфатный  буфер,  
а  в  контроле  с  ферментом  (КЭ),  т.  е.  вместо  испытуемого  использовали  ДМСО,  разведенный  
до  той  же  концентрации,  что  и  образцы.  образцы.  В  качестве  положительного  контроля  
использовали  акарбозу  в  различных  концентрациях .  Все  эксперименты  проводили  в  трех  
повторах,  и  %  ингибирующей  активности  образцов  в  отношении  α-глюкозидазы  рассчитывали  с  использованием  уравнения  (1).

2.4.  Анализ  ингибирования  
антитирозиназы.  Ингибирование  грибной  тирозиназы  фракциями  и  выделенными  

соединениями  определяли  с  помощью  процедуры,  аналогичной  описанной  Yalo  et  al.  [32].  
Для  фракций  для  каждого  образца  готовили  концентрацию  10  мг/мл  путем  растворения  10  
мг  образцов  в  1  мл  ДМСО,  а  для  изолированных  соединений  и  положительного  контроля  
(койевая  кислота)  готовили  0,02  М  исходный  раствор.  Исходные  растворы  разбавляли  до  
100  мкг/мл  и  200  мкМ  для  фракций  и  соединений  соответственно.  В  96-луночный  планшет  
вносили  70  мкл  тестируемого  образца,  после  чего  добавляли  30  мкл  L-тирозиназы  (1000  ед/
мл).  Раствор  инкубировали  при  комнатной  температуре  (25  �С)  в  течение  20  мин.  После  
первой  инкубации  добавляли  100  мкл  субстрата  (2  мМ  L-тирозина)  и  инкубировали  30  мин  при  
той  же  температуре.  Поглощение  измеряли  при  490  нм  после  инкубации .  Для  контроля  без  
ферментов  вместо  тестируемых  образцов  использовали  фоновый  растворитель  (20  мкл  
ДМСО  в  1980  мкл  дистиллированной  воды),  а  вместо  фермента  использовали  фосфатный  
буфер  (50  мМ,  6,5  pH) .  Койевую  кислоту  использовали  в  качестве  положительного  контроля  
в  различных  концентрациях,  и  все  эксперименты  проводились  в  трех  повторностях.  Для  
определения  IC50  для  каждого  тестируемого  образца  использовали  различные  
концентрации,  после  чего  результаты  наносили  на  GraphPad  Prism  8.  Процент  (%)  
ингибирования  рассчитывали  с  использованием  уравнения  (1).
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3.  Результаты  и  их  обсуждение

3.1.  Выяснение  структуры  изолированных  соединений  
3.1.  Выяснение  структуры  изолированных  соединений  Сравнение  данных  ЯМР-спектроскопии  с  ранее  опубликованными  помогло  выяснить  структуру  

выделенных  соединений,  таких  как  акацетин  (1)  [34],  15-гидрокси-  выяснить  строение  выделенных  соединений,  таких  как  акацетин  (1)  [34],  15-гидрокси-цис-кле-  цис-клеродан-3-ен-18-овая  
кислота  (2)  [35],  акацетин-7-глюкозид  ( 3)  [36],  пинитол  (4)  [37],  апигенин  (5)  [38]  и  бета-ситостерин-3-О-гликозид  (6)  [39]  (таблица  S1).  одан-3-ен-18-овая  кислота  (2)  [35],  акацетин-7-глюкозид  (3)  [36],  пинитол  (4)  

[37],  апигенин  (5)  [38]  и  бета-ситостерин  -3-О-гликозид  (6)  [39].

Шесть  соединений  (рис.  1)  были  выделены  из  DCM,  EtOAc,  BuOH  и  неочищенного  сырья.  Шесть  
соединений  (рис.  1)  были  выделены  из  DCM,  EtOAc,  BuOH  и  неочищенных  липофильных  экстрактов  Dicerothamnus  rhinocerotis  с  использованием  CC  (рис.  1).  Структуры  представляли  собой  липофильные  

экстракты  Dicerothamnus  rhinocerotis  с  использованием  CC  (рис.  1).  Структуры  были  определены  путем  сравнения  1D  (1H,  13C  и  DEPT-135)  и  2D  ЯМР  (HSQC)  и  определены  путем  сравнения  спектроскопических  
данных  1D  (1H,  13C  и  DEPT-135)  и  2D  ЯМР  (HSQC  и  HMBC)  с  литературные  [34–39].  Соединения  2,  3,  4  и  6  HMBC)  по  спектроскопическим  данным  [34–39].  Соединения  2,  3,  4  и  6  обнаружены  на  этом  растении  впервые.  
на  этом  заводе  зарегистрированы  впервые.

2.6.  Анализ  ингибирования  альфа-амилазы  

2.6.  Анализ  ингибирования  альфа-амилазы.  В  96-луночном  планшете  50  мкл  фосфатного  буфера  (0,01  М,  pH  6,9),  20  мкл  раствора  панкреатической  
альфа-амилазы  свиньи  (2  ед./мл)  и  тестируемые  образцы  (20  мкл). )  добавляли  и  в  96-луночный  планшет  50  мкл  фосфатного  буфера  (0,01  М,  pH  6,9),  20  мкл  свиньи  инкубировали  при  комнатной  температуре  в  
течение  20  мин.  После  этого  20  мкл  1%  растворимого  крахмала  представляли  собой  раствор  панкреатической  альфа-амилазы  (2  ед/мл),  а  тестовые  образцы  (20  мкл)  добавляли  в  луночные  планшеты  и  инкубировали  
далее  в  течение  30  минут  при  комнатной  температуре,  после  чего  инкубировали  при  комнатной  температуре  в  течение  20  мин.  После  этого  при  помощи  20  мкл  1%  растворимого  крахмала  реакцию  останавливали  
добавлением  90  мкл  3,5-динитросалициловой  кислоты  (ДНС).  Добавляли  в  луночные  планшеты  и  инкубировали  далее  в  течение  30  мин  при  комнатной  температуре,  после  чего  реакционную  смесь  
помещали  на  кипящую  водяную  баню  на  10  мин  и  определяли  поглощение,  при  котором  реакцию  останавливали  добавлением  90  мкл  3,  5.  -динитросалициловая  кислота  (ДНС).  читать  при  540  нм.  В  качестве  стандартов  
использовали  различные  концентрации  акарбозы,  и  каждую  реакционную  смесь  помещали  на  кипящую  водяную  баню  на  10  мин  и  измеряли  поглощение  при  540  нм.  В  качестве  стандартов  использовали  различные  

концентрации  акарбозы,  и  каждый  эксперимент  проводился  в  трех  повторностях.  Процент  ингибирующей  активности  α-амилазы  рассчитывали  по  уравнению  (1).  эксперимент  проводился  в  трех  повторностях.  
Процент  ингибирующей  активности  α-амилазы  рассчитывали  по  уравнению  (1).

3.2.  Тирозиназоингибирующая  активность  фракций  и  изолированных  соединений  

3.2.  Ингибирующая  активность  фракций  и  выделенных  соединений  по  тирозиназе.  Средняя  ингибирующая  активность  по  тирозиназе  фракций  и  выделенных  соединений  
определялась  при  100  мкг/мл  и  200  мкМ  соответственно  (таблица  1).  DRE  Средняя  ингибирующая  тирозиназу  активность  фракций  и  выделенных  соединений  (фракция  EtOAc)  и  соединения  5  имела  сильные  
значения  ингибирования  67,87%  и  67,51%,  определенные  при  100  мкг/мл  и  200  мкМ  соответственно  (таблица  1).  DRE  (фракция  EtOAc)  соответственно.  Другие  фракции,  а  также  соединение  6  имели  умеренное  
ингибирование ,  а  соединение  5  имело  сильные  значения  ингибирования  67,87%  и  67,51%  соответственно.  Значения  варьировались  от  30,24%  до  50,11%,  при  этом  соединение  2  обладало  слабым  ингибированием  
других  фракций,  а  также  соединение  6  имело  умеренные  значения  ингибирования  -  от  12,72%.  Соединение  1  имело  незначительное  ингибирование  (0,02%)  грибной  тирозиназы  от  30,24%  до  50,11%,  тогда  как  
соединение  2  имело  слабое  ингибирование  12,72%.  Соединение  1  имело,  несмотря  на  структуру,  аналогичную  соединению  5;  это  можно  объяснить  незначительным  ингибированием  (0,02%)  грибной  
тирозиназы,  несмотря  на  аналогичную  активность  гидроксильной  группы  в  кольце  B  соединения  5  по  сравнению  с  метокси-  структурой  соединения  5;  это  можно  объяснить  активностью  гидроксильной  
группы  в  соединении  1.  DRE,  фракция  с  наибольшей  активностью,  демонстрирует  сходство  кольца  B  соединения  5  по  сравнению  с  метоксигруппой  в  соединении  1.  DRE,  процент  фракционирования  
ингибирование,  как  у  соединения  5,  что  потенциально  может  быть  связано  с  тем,  что  соединение  5  с  наибольшей  активностью  проявляло  такое  же  процентное  ингибирование,  как  и  соединение  5,  которое  
было  выделено  из  фракции  DRE.  Все  образцы  были  дополнительно  исследованы,  что  потенциально  может  быть  связано  с  тем,  что  соединение  5  было  выделено  из  фракции  DRE.  Все  определяют  свои  значения  
IC50 .  Соединение  5,  DRB  (фракция  BuOH)  и  DRE  с  IC50.

3.  Результаты  и  их  обсуждение
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Рисунок  1.  Химическая  структура  соединений,  выделенных  из  Dicerothamnus  rhinocerotis.
Рисунок  1.  Химическая  структура  соединений,  выделенных  из  Dicerothamnus  rhinocerotis.
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201,8  ±  2,12

DRM  (сырой  МеОН)  1

Таблица  1.  Скрининг  антитирозиназной  активности

57  ±  2,48

995,6

ДРБ  (BuOH)

%  ингибирования

-

30.42

Экстракты/Соединения

3.44

ДРК  (сырая  нефть) -

200,1

37,24

53,50 -

ДРХ  (гексан)

4

Койевая  кислота

Альфа-глюкозидаза

1011

14.58

DRM  (сырой  МеОН)

nd

199,8  ±  2,57

30.24

%  ингибирования

nd

43,41  
36,26  
40,36  
67,87  
44,04  
50,11-

й

35,1

100

-

41,49

-

ДРД  (DCM)

5

-

IC50  (мкг/мл)  ±  стандартное  отклонение

ДРХ  (гексан)

-

(мкг/мл)

ДРЭ  (EtOAc)

6

Альфа-амилаза

nd

42,2

1552  г.

67,51
273

nd

-

44,45
-

мкМ

2

ДРД  (DCM)

-

-

11,6

-

ДРБ  (BuOH)

12,72

IC50  (мкг/мл)  ±  стандартное  отклонение

nd

-

17.26

6.13

-

Экстракты/Соединения

583,3

ДРК  (сырая  нефть)

3

-

%  ингибирования

5,59

*  и  значения  IC50  образцов  D.  rhinocerotis.

13,7

-

ДРЭ  (EtOAc)
9.33

198,4  ±  2,48

IC50

nd:  не  определено  из-за  отрицательных  или  невоспроизводимых  значений.  Данные  представлены  в  виде  средних  значений  ±  стандартное  отклонение  (стандартное  отклонение).

значение  IC50  превышает  2000  [42]  и  700  мкМ  [43],  в  то  время  как  экспериментальное  значение  IC50

против  альфа-глюкозидазы  в  концентрации  200  мкг/мл.  Соединение  5  имело  самый  высокий  процент

значение  IC50  17,26  мкМ.  Соединение  5  имело  активность,  аналогичную  той,  о  которой  сообщалось  в

значения  14,58  мкМ,  13,7  ±  1,71  мкг/мл  и  11,66  ±  2,68  мкг/мл  соответственно  и

Их  отрицательные  значения  указывают  на  то,  что  они  не  ингибировали  альфа-глюкозидазу  в  этой  
концентрации .  Фракции  DRD,  DRE  и  DRM  имели  умеренные  значения  ингибирования,  тогда  как

самые  высокие  значения  ингибирования  анализировали  далее  для  определения  их  значений  IC50 .  
Соединение  5  имело  более  высокий  IC50  (83,01  ±  2,16  мкг/мл) ,  чем  акарбоза  (130,2  ±  1,84  мкг/мл).

по  литературе,  т.е.  17,3  мкМ  [40]  и  38,5  мкМ  [41].  Сообщалось,  что  соединение  1  имеет

доля  соединений,  выделенных  из  D.  rhinocerotis,  колебалась  от  3,74%  до  94,17%  для  соединений

3.3.  Анализ  альфа-глюкозидазы

DRH,  DRB  и  соединения  1,  4  и  6  имели  слабое  ингибирование.  Ингибирующая  активность

наблюдаемое  значение  составляло  1011  мкМ.

имели  сопоставимые  значения  IC50  с  койевой  кислотой,  известным  сильным  ингибитором  тирозиназы  с

Наше  значение  акарбозы  аналогично  значению,  сообщенному  Le  Nguyen  et  al.  [47].

отклонения).  *  Скрининг  проводился  при  концентрации  100  мкг/мл  для  фракций  и  200  мкМ  для  соединений.
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ингибирование  (94,17%),  тогда  как  ингибирование  DRC  и  соединения  3  не  определялось.

активность  соединения  3  по  сравнению  с  соединением  1  может  быть  обусловлена  его  гликозилированием  по  
положению  7.  Эта  активность,  основанная  на  структурных  различиях,  согласуется  с  активностью,  описанной  в  [44].

Хотя  сообщалось,  что  соединение  4  снижает  уровень  глюкозы  в  крови  за  счет  увеличения  
секреции  инсулина  у  мышей,  данное  исследование  не  подтверждает  это  утверждение  [45,46].  Образцы  с

В  таблице  2  показано  ингибирование  фракций  и  соединений,  выделенных  из  D.  rhinocerotis.

Таблица  2.  Ингибирующая  активность  образцов  D.  rhinocerotis  в  отношении  альфа-глюкозидазы  и  альфа-амилазы.

активностью,  чем  соединение  1,  с  замещением  метоксигруппы  в  его  кольце  B.  Нижний
2  и  5  соответственно.  Соединение  5  за  счет  гидроксилирования  по  кольцам  А  и  В  имело  более  высокую
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1

вариант  рукописи.

Экстракты/Соединения

Акарбоза

nd

-

-

Альфа-амилаза

5

63,94

83,0  ±  2,16
4

3,86 28.56

IC50  (мкг/мл)  ±  стандартное  отклонение

88,86

-
-

2

7.05

%  ингибирования

3,74

0,67

%  ингибирования

13,88

nd

Таблица  2.  Продолжение.

- -

-

20,25  ±  1,23

IC50  (мкг/мл)  ±  стандартное  отклонение

6

nd-

-
-

Альфа-глюкозидаза

3

7.0494,17

nd

130,2  ±  1,84

-

(UWC)  и  Технологический  университет  Кейп-Полуострова  (CPUT).

метоксигруппа  в  соединении  1  [44].  Акарбоза,  которую  использовали  в  качестве  положительного  контроля,

nd:  не  определено  из-за  отрицательных  или  невоспроизводимых  значений.  SD:  стандартное  отклонение.

//www.mdpi.com/article/10.3390/chemistry6040032/s1,  Таблица  S1:  Сравнение  экспериментальных  данных  13C-ЯМР  с  литературными  
данными  при  100  МГц.
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Вклад  автора:  концептуализация,  OIW  и  WTM;  Формальный  анализ,  OIW,  MY  и

косметической  промышленности,  поскольку  это  первое  исследование,  сообщающее  о  его  антитирозиназном  потенциале.

экстракт  с  активностью  3,44  и  5,593%  соответственно  при  концентрации  100  мкг/мл,

Такая  активная  активность  предполагает,  что  это  растение  может  быть  дополнительно  исследовано  на  предмет  его  использования  в

Надзор,  AAH  и  WTM;  Письмо  —  первоначальный  черновик,  OIW,  MY  и  RS;  Написание  —  обзор

7,040%.  Это  подтверждает  утверждение  о  том,  что  соединение  6  является  антигипергликемическим  средством,  которое  действует

наиболее  активное,  с  ингибированием  28,563%,  за  ним  следует  соединение  5,  с  активностью

путем  высвобождения  инсулина  для  регулирования  уровня  сахара  в  крови  [48].  Соединения  1  и  5,  несмотря  на  наличие

сходные  структуры  обладают  существенно  разной  ингибирующей  активностью,  что  может  быть  связано  с

активность  в  отношении  фермента.  Ингибирующая  активность  шести  соединений,  выделенных  из

D.  rhinocerotis  против  альфа-амилазы  исследовали  при  200  мкМ.  Соединение  6  было

который  использовался  для  предварительного  скрининга.  Остальные  фракции  не  показали  никаких

варьировалось  от  0%  до  5,59%,  причем  только  фракция  этилацетата  и  липофильная  сырая  нефть

изолированных  соединений,  соединение  5  показало  самое  сильное  ингибирование  L-тирозина.

Использование  растения  для  лечения  диабета.  Хотя  завод  показал  хорошую  активность  в

Экстракт  MeOH  показал  более  сильную  антитирозиназную  активность,  чем  другие  фракции.  Принадлежащий

имел  ингибирующую  активность  88,86%.  Хотя  сообщалось  об  использовании  D.  rhinocerotis

Финансирование:  Исследование  финансировалось  за  счет  гранта  Национального  исследовательского  фонда  Южной  Африки.

Дополнительные  материалы.  Следующую  вспомогательную  информацию  можно  загрузить  по  адресу:  https:

ММ;  Расследование,  OIW,  MY,  RS  и  MM;  Методология,  OIW,  AAH  и  WTM;

Как  видно  из  таблицы  2,  ингибирующая  активность  всех  фракций  в  отношении  альфа-амилазы

ингибируя  альфа-глюкозидазу,  в  случае  альфа-амилазы  этого  не  наблюдалось,  поскольку  все  образцы

4.  Выводы

3.4.  Анализ  ингибирования  альфа-амилазы

проявил  низкую  активность.

обладал  ингибирующей  активностью  сильнее,  чем  акарбоза,  что  подтверждает  этномедицинский  эффект.
Фракции  DRD,  DRE  и  DRM  обладали  хорошей  активностью  альфа-глюкозидазы.  Соединение  5  также

и  редактирование,  MY,  RS,  MM,  AAH  и  WTM.  Все  авторы  прочитали  и  согласились  с  опубликованным.

были  зарегистрированы  на  заводе  впервые.  Фракции  EtOAc  и  BuOH  и  сырая  нефть

номера  116101,  139209  и  106055,  а  APC  финансировался  Университетом  Западного  Кейпа.

традиционно  для  лечения  диабета  [10],  предварительный  скрининг  фракций,  а  также  шесть

Из  Dicerothamnus  rhinocerotis  выделено  шесть  известных  соединений,  из  них  четыре

изолированные  соединения  не  подтверждают  это  утверждение;  поэтому  дальнейший  анализ  не  проводился.
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