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Аннотация. Исследована биологическая активность и токсичность водно-спиртовых экс-
трактов хвои четырех видов хвойных растений Якутии. Биологическим тест-объектом являлись 
Paramecium caudatum в стационарной фазе роста. Воздействие на тест-объект проводили в тече-
ние 30 минут и 48 часов. Из всех исследованных образцов экстракты лиственницы и можжевель-
ника обладают высокой биологической активностью и токсичностью. Экстракты лиственницы и 
можжевельника с увеличением длительности экспозиции расширяли диапазон токсического дейст-
вия, экстракты пихты и кедрового стланика, напротив, с увеличением длительности экспозиции 
сужали широту токсического действия на парамеции. Проведенные исследования по влиянию хвой-
ных экстрактов на клеточном уровне позволили охарактеризовать степень их безопасности и ток-
сичности и сделали возможным дальнейшее их применение для получения биопрепаратов.
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Введение
В тканях растений содержание, структур-

ное разнообразие и биологическая активность 
биоактивных веществ зависят от степени экс-
тремальности экологических условий произ-
растания [1, 2]. Известно, что породный состав 
лесного покрова определяется географическим 
положением, климатическими и почвенно-грун-
товыми условиями; в Якутии он не богат и пред-
ставлен исключительно хвойными породами 
растений [3]. Установлено, что хвоя обладает 
уникальными особенностями, она экологически 
безопасна, имеет ряд полезных свойств, востре-
бованных в животноводстве, ветеринарии, пи-
щевой, фармацевтической промышленности и в 
косметологии [4–6]. В настоящее время хвой-
ные растения широко используют для получения 
разнообразных лечебных экстрактов [7–9]. Вы-
сокая биологическая активность хвои обуслов-
лена комплексом биоактивных веществ: ма-
кро- и микроэлементов, витаминов, фитонцидов, 
фитогормонов, бактериостатических веществ 
и др. [10–14]. Многокомпонентный химический 

состав хвойных растений обусловливает важ-
ность оценки определения уровня безопасности, 
токсичности сырья и готового продукта. Извест-
но, что для исключения нежелательных побоч-
ных эффектов биопрепаратов необходима ток-
сикологическая оценка, где большое значение 
имеют изучение зависимости эффекта от дозы, 
широта терапевтического диапазона, т. е. диапа-
зон доз от минимальной терапевтической до ми-
нимальной токсической. Исследования на ток-
сичность – это первая обязательная стадия ис-
пытания любого биопрепарата, прежде чем 
переходить к его доклинической стадии испы-
таний, а тем более к клинической. Только иссле-
дования продуктов in vivo и in vitro на биологи-
ческих объектах дают интегральные биологиче-
ские показатели, которые зависят от характера 
комбинированного взаимодействия экзогенных 
и эндогенных веществ друг с другом и с живы-
ми организмами, что позволяет определить пре-
дельные дозы полезного и безопасного исполь-
зования биоактивных веществ [15]. В связи с 
вышеперечисленным нами были проведены 
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исследования действия водно-спиртовых экс-
трактов четырех видов хвойных растений: мож-
жевельника, лиственницы, пихты, стланика, про-
израстающих в Якутии, и дана оценка их биоло-
гической активности и токсичности. В качестве 
биотеста использовался одноклеточный орга-
низм Paramecium caudatum. 

Материалы и методы исследования
Для проведения исследований использовали 

хвою лиственницы сибирской (Larix sibirica Le
deb.), пихты сибирской (Abies Sibirica Ledeb.), 
можжевельника обыкновенного (Juniperus com-
munis L.) и кедрового стланика (Pinus pumila (Pall.) 
Regel.), широко распространенных на территории 
Южной Якутии (Lat: 58.8488, Lon: 124.7018).

Водно-спиртовую смесь для получения экс-
трактов готовили из этилового спирта ректи-
фиката (95 об.%) путем его разведения дистил-
лированной водой до концентрации 47,5 об.%. 
Экстракцию проводили в стеклянных емкостях, 
в которые добавляли высушенное измельченное 
растительное сырье (хвоя и тонкие побеги) и 
47,5%-й этанол в соотношении 1:10. Экстраги-
ровали в течение 20 суток при 25 °С, в темном 
месте. 

Исследование проводили на одноклеточном 
организме парамеции вида Paramecium cauda-
tum. Периодическое культивирование парамеций 
проводили при температуре 25 °С. В качестве 
корма использовали зерна риса без дополни-
тельного введения растворенных органических 
питательных веществ в виде сенного настоя, 
дрожжей, пептона и т. д. для исключения эффек-
та комбинированного воздействия токсичных/
биоактивных веществ в исследованных пробах 
на чувствительность всей тест-системы. Исполь-
зование риса обусловлено тем, что данный вид 
корма также не дает мелкодисперсной пищевой 
взвеси, поэтому труднодоступен для парамеций. 
В результате замедляется рост биомассы в раз-
личные фазы роста культуры парамеций. Благо-
даря этому тест-объект имеет одинаковую ток-
сикорезистентность, значительно растянутую во 
времени [16]. В эксперименте использовали клон 
парамеций в стационарной фазе роста. Время экс
позиции в остром опыте составило 30 минут; при 
хроническом – 48 часов. Определение биологи-
ческой и токсикологической активности водно-
спиртовых экстрактов проводилось по стандарт
ной методике [15]. Наблюдение вели с помощью 

микроскопа Axiostarplus (CarlZeiss) при увеличе-
нии 10x/0.25. 

Оценку биологической активности и токсич-
ности исследуемых экстрактов проводили, опре-
деляя пороговую, остановочную и лизирующую 
концентрации. Концентрации, вызывающие уско-
рение движения парамеций, принимали за поро-
говые. Концентрации, при которых клетки оста-
навливали движение, рассматривали как переход-
ные от максимально эффективных к минимально 
токсичным и определяли как остановочные. Кон-
центрации, приводящие к лизису клеток, счи-
тались минимально смертельными, или лизи-
рующими. Степень биологической активности 
определялась по величине пороговой концен-
трации: чем меньше эта величина, тем выше 
активность [17]. О клеточной токсичности экс-
трактов судили по величине лизирующей кон-
центрации – чем она меньше, тем токсичнее ве-
щество. Контролем для опытных образцов слу-
жила водно-спиртовая смесь. 

В остром и хроническом опытах уровень без-
опасности водно-спиртовых экстрактов растений 
определяли как широту интервала активности 
(физиологический диапазон), уровень токсично-
сти определяли как широту интервала токсично-
сти (токсический диапазон) исследуемых экс-
трактов. Данные показатели сравнивали по ве-
личине разности интервала между верхней и 
нижней границами. Для оценки уровня безопа-
сности экстрактов за нижнюю границу интер
вала принимали пороговую концентрацию эта-
нола, за верхнюю границу – концентрацию, кото-
рая вызывала остановку клетки. Для определения 
уровня токсичности исследуемых экстрактов за 
нижнюю границу интервала принимали концен-
трацию, которая вызывала остановку клетки, за 
верхнюю границу – концентрацию, которая вы-
зывала лизис клетки [18, 19].

Культура Paramecium caudatum была любез-
но предоставлена Государственным бюджетным 
учреждением Республики Саха (Якутия) «Якут-
ская республиканская ветеринарно-испытатель-
ная лаборатория». 

Эксперименты проводили в четырех повтор-
ностях. Результаты представлены в виде средней 
арифметической величины. Абсолютную ошиб-
ку рассчитывали из среднеквадратической ошиб-
ки с помощью коэффициента Стьюдента при 
р = 0,95 [20]. Сравнение средних значений выбо-
рок проводили методом однократного дисперси-
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онного анализа (ANOVA). Значимость различий 
между средними значениями определяли, исполь-
зуя критерий Ньюмена–Кейлса для множествен-
ных сравнений при уровне p ≤ 0,05. Расчет про-
водили с помощью пакета AnalystSoft, StatPlus – 
программа статистического анализа, v.2007.

Результаты и обсуждение
В табл. 1 показаны биологическая активность 

и токсичность водно-спиртовых экстрактов из 
четырех видов хвойных растений Якутии при 
действии на одноклеточный организм Parame-
cium caudatum в остром эксперименте. Известно, 
что этиловый спирт является клеточным ядом 
для биологических объектов. Его действие при-
водит к денатурации ферментативных и мем-
бранных белков клетки [18, 21]. В начале экспери-
мента была определена зависимость доза–эффект 
водно-спиртовых растворов для одноклеточных 
организмов Paramecium caudatum: острый токси-
ческий эффект (лизис клетки) наступал при кон-
центрации этанола 5,5 %, концентрация 5,0 % 
вызвала необратимую остановку организма. По-
роговая концентрация этанола 3,5 % вызвала сти-
муляцию подвижности парамеций (см. табл. 1). 

Полученные данные были использованы в каче-
стве контроля. 

В остром опыте все изученные опытные об
разцы в сравнении с контролем показали высо-
кую биологическую активность, степень кото-
рой оценивали по величине пороговой концен-
трации – чем она меньше, тем выше активность. 
Анализ результатов, приведенных в табл. 1, ука-
зывает на наиболее высокую биологическую ак-
тивность водно-спиртовых экстрактов листвен-
ницы и можжевельника, пороговые концентра-
ции этанола в которых были в 17,5 и 11,7 раза 
ниже контрольных соответственно. Биологиче-
ская активность водно-спиртовых экстрактов пих-
ты и стланика была ниже контроля в 7,0 и 4,4 раза 
соответственно. Остановку подвижности тест-
объекта вызывали концентрации экстрактов: ли-
ственницы – 0,5 %, можжевельника – 1,8 %, пих-
ты и стланика – 2,5 %, что было в 10, 3 и 2,2 раза 
ниже контрольного значения соответственно. 

О клеточной токсичности судили по величи-
не лизирующей концентрации, чем она меньше, 
тем токсичнее вещество. Наибольшие токсиче-
ские эффекты наблюдались при воздействии на 
Paramecium caudatum экстрактов лиственницы 

Т а б л и ц а  1
Биологическая активность (порог действия) и показатели токсичности  

водно-спиртовых растворов, определенные на Paramecium caudatum (острый опыт)

Ta b l e  1
Biological activity (threshold of action) and toxicity indicators of water-alcohol solutions  

determined on Paramecium caudatum (acute experience)

Объект исследования (экстракты)
Research object (extracts)

Концентрации этанола экстрактов, вызывающие морфологические  
и функциональные изменения парамеций, %

Ethanol concentrations in extracts causing morphological  
and functional changes in Paramecium,%

Пороговая (стимуляция  
подвижности парамеций)

Threshold (stimulation of mobility 
of paramecium)

Остановочная
Ingibition

Лизирующая 
Lysis

Контроль (водно- 
этанольная смесь)
Control (water-ethanol mixture)

3.5 5.0 5.5

Можжевельник 
Juniperus communis

0.3 1.8 2.0

Лиственница 
Larix sibirica

0.2 0.5 0.8

Пихта
Abies sibirica

0.8 2.5 2.8

Стланик
Pinus pumila

0.5 2.5 2.8
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(0,8 % этанола) и можжевельника (2,0 % этано-
ла), что в 6,3 и 3 раза ниже контроля соответ-
ственно. Водно-спиртовые экстракты пихты и 
стланика вызвали лизис клетки в концентрациях 
этанола 2,8 %, что в 2 раза ниже контроля.

Результаты эксперимента по хроническому воз-
действию в течение 48 часов водно-спиртовых 
экстрактов на одноклеточный организм Para-
mecium caudatum приведены в табл. 2.

В контроле пороговая концентрация этано-
ла, стимулирующая подвижность парамеций, 
составила 2,5 %; необратимая остановка орга-
низмов произошла при концентрации 4,0 %; ги-
бель клеток тест-объекта – при концентрации 
этанола 4,5 %. 

В хроническом эксперименте опытные образ-
цы экстрактов лиственницы, пихты и стланика 
показали равную пороговую биологическую ак-
тивность (0,2 %) в 12,5 раза ниже контроля, экс-
тракт из можжевельника – в 8,3 раза ниже контро
ля. Остановка клеток тест-объекта экстрактом 
лиственницы произошла при концентрации эта-
нола 0,3 %; экстрактом можжевельника – при 
концентрации 0,5 %, что в 13,3 и 8,0 раза ниже 
контроля соответственно. Для водно-спиртовых 

экстрактов пихты и стланика остановочная кон-
центрация этанола была в 5 раз ниже контроля. 

Токсический эффект на Paramecium caudatum 
в хроническом опыте водно-спиртовых экстрак-
тов лиственницы и можжевельника наблюдали 
при концентрациях этанола 0,8 %, экстрактов 
пихты и стланика – при концентрациях 1,0 %, что 
в 5,6 и в 4,5 раза ниже контроля соответственно. 

Полученные данные по острому и хрониче-
скому воздействию водно-спиртовых экстрактов 
четырех изученных видов хвойных растений Яку-
тии на Paramecium caudatum позволили полу-
чить первоначальные представления об их без-
опасности, активности и токсичности, а также 
проводить подбор доз при исследованиях на бо-
лее сложных биологических объектах (тканях, 
органах, организмах), так как Paramecium cau-
datum часто используют для предварительной 
оценки степени токсичности исследуемого ве-
щества по отношению к теплокровным [22]. 

На рис.1 представлены изменения уровня без-
опасности экстрактов в сравнение данных остро-
го опыта и хронического воздействия.

В остром эксперименте широта интервала ак-
тивности равнялась для стланика 2,0, пихты – 

Т а б л и ц а  2
Биологическая активность (порог действия) и показатели токсичности  

водно-спиртовых растворов определенные на Paramecium caudatum (хронический эксперимент)

Ta b l e  2
 Biological activity (threshold of action) and toxicity indicators of water-alcohol solutions  

determined on Paramecium caudatum (chronic experiment)

Объект исследования (экстракты)
Research object (extracts)

Концентрации этанола экстрактов, вызывающие  
морфологические и функциональные изменения парамеций, %

Ethanol concentrations in extracts causing morphological  
and functional changes in Paramecium,%

Пороговая (стимуляция 
подвижности парамеций)
Threshold (stimulation of 
mobility of paramecium)

Остановочная
Ingibition

Лизирующая
Lysis

Контроль (водно- 
этанольная смесь)
Control (water-ethanol mixture)

2,5 4,0 4,5

Можжевельник
Juniperus communis

0,3 0,5 0,8

Лиственница
Larix sibirica

0,2 0,3 0,8

Пихта
Abies Sibiric

0,2 0,8 1,0

Стланик
Pinus pumila

0,2 0,8 1,0



М.У. КАН, М.М. ШАШУРИН, А.Н. ЖУРАВСКАЯ

140� ПРИРОДНЫЕ РЕСУРСЫ АРКТИКИ И СУБАРКТИКИ, 2021, Т. 26, № 1

1,7, можжевельника – 1,5, лиственницы – 0,3. 
В хроническом опыте физиологический диапа-
зон был равен для кедрового стланика и пихты 
0,6, можжевельника – 0,2, лиственница – 0,1. 
Установлено, что уровень безопасности с увели-
чением длительности экспозиции воздействия 
на тест-культуру снижается во всех исследуе-
мых экстрактах, экстракт можжевельника сни-
зил в 7,5 раза, пихта – в 2,8, лиственница – в 3,0 
и кедровый стланик – в 0,6 раза. Известно, что 
чем больше широта интервала активности, тем 
большую ценность представляет экстракт, по-
скольку уменьшается риск возможного развития 
токсического действия на тест-объект. Таким 
образом, из исследованных образцов высоким 
уровнем безопасности обладают экстракты пих-
ты и кедрового стланика. Узкая широта физио-
логического диапазона была отмечена у экстрак-
та лиственницы. 

На рис. 2 показан уровень токсичности водно-
спиртовых экстрактов в остром и хроническом 
экспериментах в сравнении.

В остром опыте токсический диапазон по ве-
личине разности между верхней и нижней гра-
ницами интервалов для кедрового стланика, ли-
ственницы и пихты равнялись 0,3, для можже-
вельника – 0,2. В хроническом эксперименте 
широта интервала токсичности равнялась для 
стланика и пихты 0,2, можжевельника – 0,3, ли-
ственницы – 0,5. Установлено, что уровень ток-

сичности снижался с увеличением длительно-
сти экспозиции воздействия на тест-культуру в 
1,5 раза для экстракта пихты и кедрового стла-
ника и, наоборот, увеличивался в 1,5 раза для экс-
тракта можжевельника и 1,6 раза для лиственни-
цы. Таким образом, из исследованных образцов 
высоким уровнем токсичности обладают экстрак-
ты можжевельника и лиственницы. Менее ток-
сичными являются экстракты пихты и стланика.

Заключение
Экспериментально показано, что в исследо-

ванных водно-спиртовых экстрактах пороговые 
концентрации этанола стланика (0,7–0,5 %), мож-
жевельника (0,4–0,3 %) и лиственницы (0,2 %) 
проявили стабильную биологическую активность 
на протяжении всего эксперимента при воздейст-
вии на Paramecium caudatum. Устойчивая клеточ-
ная токсичность в течение всего эксперимента 
наблюдалась у экстракта лиственницы с концен-
трацией этанола 0,8 %. На основании получен-
ных данных по величине пороговой и лизирую-
щей концентраций составлен ряд по степени био-
логической активности и клеточной токсичности 
экстрактов: лиственница > можжевельник > ке-
дровый стланик > пихта. 

Установлено, что по степени уровня безопа-
сности и токсичности экстракты пихты и кедро-
вого стланика представляют большую ценность, 
поскольку уменьшается риск возможного разви-

Рис. 1. Уровни безопасности водно-спиртовых экстрактов при остром и хроническом эксперименте.
Fig. 1. The safety levels of water-alcohol extracts in acute and chronic experiment.
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тия токсического действия на тест-объект. Экс-
тракты лиственницы и можжевельника имеют 
тенденцию к усилению токсического действия 
на тест-объект с увеличением воздействия эк-
спозиции. Это свидетельствует о том, что они 
опасны с точки зрения развития нежелательных 
побочных эффектов для парамеции. 
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Рис. 2. Уровень токсичности водно-спиртовых экстрактов в остром и хроническом экспериментах.
Fig. 2. The level of toxicity of water-alcohol extracts in acute and chronic experiments.
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Abstract. The biological activity and toxicity of aqueous-alcoholic extracts of four species of coniferous 
plants in Yakutia have been studied. The biological test object was Paramecium caudatum in the stationary 
growth phase. The exposure time to the test object was carried out for 30 minutes and 48 hours. The ex-
tracts of larch and juniper have high biological activity and toxicity. Extracts of larch and juniper with an 
increase in the duration of exposure expanded the range of toxic effects. On the contrary, extracts of fir and 
dwarf pine, with an increase in the duration of exposure, narrowed the breadth of the toxic effect on Para-
mecia. The study carried out on the effect of coniferous extracts at the cellular level made it possible to 
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