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Біологічна активність рослинного екстракту як можливий показник рівня адаптованості виду
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Мета. Порівняльне вивчення ріст-стимулюючої, антимутагенної і потенційної проти-
пухлинної активності екстрактів Gentiana asclepiadea та G. punctata як можливих по-
казників рівня адаптованості видів до умов зростання. Методи. Використано етанольні 
екстракти коренів рослин двох модельних видів роду Gentiana L. Як бактеріальні тест-
об’єкти використані три отримані раніше MS2 – індуковані мутанти Escherichia coli 
3000. Результати. Досліджені показники біологічної активності екстрактів достовір-
но вищі для G. punctata, що свідчить про вищий рівень метаболізму цього виду і, оче-
видно, ступінь його адаптованості. Висновки. Дві біологічні характеристики рослинних 
екстрактів  – антимутагенна (антиканцерогенна) і ріст-стимулююча активність можуть 
бути використані для оцінки ступеня адаптованості різних видів рослин.

Ключові слова: Gentiana L., біологічна активність, рослинний екстракт, бактеріальні 
тест-системи, адаптація.

Вступ. Вищі рослини як організми, прикріплені до місця свого зростання, 
виробили ефективні механізми адаптації до коливання багатьох екологіч-

них факторів. У відповідь на різноманітні виклики навколишнього середовища 
вони здатні змінювати генну експресію в напрямку індукування або пригнічення 
синтезу як структурних білків, так і ферментів специфічних метаболічних шляхів 
[1–3].

Якщо зміна зовнішніх умов достатньо пролонгована і перебуває в межах то-
лерантності виду, то популяція виявляється адаптованою до місцевих умов, 
тобто локально адаптованою [4]. Локальна адаптація тісно пов’язана з видо
утворенням і мікроеволюцією – явищами, приклади яких вивчають і в природ-
них умовах, і в модельних системах [5, 6]. Середню пристосованість і життє
здатність локально адаптованих популяцій порівняно з неадаптованими попу-
ляціями того ж виду оцінюють за допомогою фенотипових ознак [7, 8]. Що 
стосується рівня адаптованості окремих видів до свого навколишнього середо
вища, то його оцінку логічно проводити в рамках моделі адаптивного ландшаф-
ту С. Райта [9], особливістю якого є наявність одного або багатьох адаптивних 
піків і розташованих між ними впадин або долин. Під адаптивним піком розумі-
ють максимальний рівень пристосованості генотипу (комбінації алелів) до кон-
кретних природних умов. Концепція дає можливість теоретично описати 
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зв’язок між генотипом організму і його ре-
продуктивним успіхом (адаптованістю) та 
графічно візуалізувати як сам адаптивний 
ландшафт, так і рух еволюції в його рамках.

На адаптивному ландшафті кожному 
виду відповідає свій адаптивний пік, де-
термінований відповідними генними або 
алельними комбінаціями та селективним 
тиском з боку середовища зростання. 
Згідно з теорією Райта адаптивна еволюція 
виглядає як «локальний пошук» представ-
никами популяції адаптивних піків на ланд-
шафті, який теоретично містить всі можли-
ві для даного виду варіанти. Ця метафора, 
як часто називають теорію адаптивного 
ландшафту, вимагає кількісної оцінки при-
стосованості біологічного об’єкта до умов 
свого середовища, кінцевої топології 
адаптивного ландшафту і знаходження 
підвищеної популяційної пристосованості 
[10]. Серед цих вимог ключовою і найваж-
чою є кількісна, біологічно значуща оцінка 
адаптованості, враховуючи, що на практи-
ці неможливо ідентифікувати всі біологічно 
значущі варіанти генотипів і що фактори, 
від яких залежить адаптованість, швидше 
за все взаємозалежні [11].

Поряд із цим на сьогодні уже існують 
методи, що дозволяють ідентифікувати 
молекулярно-генетичні основи адаптив-
них змін в природних популяціях у відпо-
відь на чинники різноманітного походжен-
ня [12]. Функціонально значуща генетична 
мінливість вивчається на кількох рівнях. На 
рівні геному (ДНК) використовуються мо-
лекулярні маркери поліморфізму, генетич-
не картування локусів кількісних ознак, 
аналіз асоціацій (зв’язку певного генотипу 
з деякою фенотиповою ознакою), секвену-
вання наступного покоління, причому ко-
жен із цих методів включає в себе по де-
кілька різновидів. Варіації в транскрипції 
генів вивчаються за допомогою популяцій-
ної транскриптоніки, що дозволяє іденти-
фікувати найзначніші зміни в експресії ге-
нів, причетних до адаптивної дивергенції 

популяцій. Наступним в адаптивній реакції 
організму є білковий рівень, або рівень 
протеому, – термін, що означає всю сукуп-
ність білків, експресованих геномом у да-
ний момент. Оскільки функціонально про-
теом міститься ближче до фенотипу, ніж 
геном або транскриптон, він здатен безпо-
середньо реагувати на природний добір і, 
відповідно, бути тісніше пов’язаним з про-
цесом адаптації. Крім того, коливання 
структури та експресії генотипу і вплив 
природного середовища на формування 
адаптивних піків і відмінностей між адапто-
ваністю окремих видів знаходять своє ві-
дображення на рівні метаболону (сукупний 
склад метаболітів), що забезпечує фізіо-
логічну активність популяції та рівень її 
стійкості і виживання [13, 14].

Раніше нами було показано, що екстра-
кти лікарських рослин впливають на росто-
ві показники лабораторних штамів E. coli 
[15] і продуктивність рекомбінантних про-
мислових штамів [16] та демонструють 
значний антимутагенний ефект в системі 
бактеріофага λ і його мутантів [17]. Рівень 
цих ефектів коливався залежно від похо-
дження екстракту (виду рослини) і мав ви-
ражений кількісний характер, опосередко-
ваний складом та кількістю метаболітів, 
наявних у кожному окремому екстракті. 

Метою роботи є порівняльне вивчення 
ріст-стумулюючої, антимутагенної і анти-
пухлинної активностей екстрактів Gentiana 
asclepiadea L. та G. punctata L. як можли-
вих показників рівня адаптованості цих 
двох модельних видів до умов їх природно-
го зростання.

Матеріали і методи
Рослинний матеріал. У роботі вико-

ристано етанольні екстракти з коренів рос-
лин G. asclepiadea і G. punctata. Обидва 
види є продуцентами біологічно активних 
речовин: іридоїдів, ксантонів, флавоноїдів, 
фенолкарбонових кислот, антоціанів, вуг-
леводів тощо [18–20].
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G. asclepiadea належить до європей-
сько-малоазійського монтанно-субальпій-
ського виду з ареалом, що охоплює Захід-
не Середземномор’я, Центральну, Півден-
ну та Східну Європу, Кавказ та західну 
частину Малої Азії, зустрічається на воло-
гих луках та пасовищах, на глинистих, 
торф’яних, нерідко й вапнякових ґрунтах, 
на узліссях, у лісах та серед чагарників від 
низини до високогір’я на висотах від 400 
до 1800 м над рівнем моря [20].

G. punctata – центральноєвропейський 
субальпійський вид, поширений у горах 
Центральної та Південної Європи. В Україні 
зустрічається лише в Карпатах-Горганах, 
на кам’янистих розсипах, на потужних, кис-
лих, багатих, часто глинистих ґрунтах на 
високогір’ях у межах висот 1500–1900 м  
над рівнем моря [20]. За даними Червоної 
книги Болгарії, G. punctata може рости на 
крутих кам’янистих схилах (10–45о) на ви-
соті 1800–2700 м над рівнем моря.

Екстракти готували з висушеної ткани-
ни, яку екстрагували 40% етанолом, у спів-
відношенні 1 : 10, закривали колбу притер-
тим корком, обгортали темним папером і 
залишали на добу при кімнатній темпера-
турі. Отриманий екстракт фільтрували і 
продовжували повторні екстракції тканини 
доти, поки кінцевий об’єм екстракту не до-
сягав 10:1 до вихідної маси тканини. Екс-
тракти випаровували за допомогою ваку-
умно-ротаційного випаровувача при 40 оС 
майже до сухого залишку і розчиняли у 
стерильній дистильованій воді об’ємом, 
що дорівнює вихідному об’єму екстракту.

Бактерії. У роботі використані штами, 
представлені отриманими нами раніше 
MS2 – індукованими мутантами E. coli 
AB259 Hfr 3000.

1) E. coli 23-3 [21] – тест-об’єкт на ан-
тимутагенну та антиканцерогенну актив-
ність, характеризується сповільненим 
ростом у рідкому живильному середовищі 
та утворенням колоній неправильної фор-
ми на агаризованому живильному середо-

вищі (рис. 1а). У процесі розмноження му-
тант вищеплює клітини, що утворюють ко-
лонії правильної округлої форми (рис. 1б). 
На відміну від вихідного мутанта, клітини 
сегрегантів, які отримали назву E.coli 
23‑4, набагато швидше порівняно з E. coli 
23-3 нарощують оптичну щільність у рідко-
му живильному середовищі, що дозволяє 
проводити аналогію з процесом канцеро-
генезу, коли більш слабка клітинна форма 
починає вищеплювати більш сильні агре-
сивні форми. Про наявність антимутаген-
ної (антиканцерогенної) активності робили 
висновок за зниженням спонтанного ви-
щеплення сегрегантів у присутності 5%-
вих досліджуваних екстрактів.

 
а

 
б

Рис. 1. Колонії штаму E. coli 23-3 (a) і його сегреган-
та E. coli 23-4 (б)

2) E. coli 23-4 [21] – сегрегант E. coli 23‑3, 
тест-об’єкт на ріст-стимулюючу активність, 
характеризується більш обмеженими по-
рівняно з диким типом вихідними власти-
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востями росту, на тлі яких стимулюючі влас-
тивості добавок до живильних середовищ 
проявляються виразніше. Виживання клі-
тин у присутності екстрактів, внесених у фі-
зіологічний розчин NaCl в концентрації 2%, 
вираховували відносно контролю, який ви-
значався для кожної експериментальної 
точки і приймався за 100 %.

3) E. coli Lys 23 [22, 23] – тест-об’єкт 
для пошуку потенційної протипухлинної 
активності. Біологічні ознаки цього мутан-
та (більш інтенсивне порівняно з диким ти-
пом накопичення біомаси в рідких живиль-
них середовищах, у тому числі збіднених, 
збіднення антигенної структури оболонки, 
збільшені розміри клітин та поява в них 
кількох нуклеоїдів, мозаїчне забарвлення 
за Грамом, порушення транспорту вугле-
водів, багатостадійна поява мутантних клі-
тин) дозволяють розцінювати його як бак-
теріальний аналог пухлинної клітини, що 
було підтверджено адекватною реакцією 
мутанта на протипухлинні засоби різного 
походження [22, 24]. Про наявність потен-
ційної протипухлинної активності робили 
висновок за відмінностями виживання клі-
тин штаму E. coli Lys 23 у присутності екс-
трактів, внесених у фізіологічний розчин у 
концентрації 1%. 

Статистичну обробку даних проводи-
ли за [25]. 

Помилку (σ) для відсотка мутацій або 
для відсотка бактерій, що вижили (Р), ви-
значали за формулою:


 


P ,

де σ – помилка, P – % мутацій або % бакте-
рій, що вижили, χ – абсолютна кількість му-
тантів або бактерій, що вижили. 

Достовірність (t) різниці відсотка мута-
цій або бактерій, що вижили, між контро-
лем і дослідом, або двома дослідними ва-
ріантами, вираховували за формулою:

3з.др п сж0,693 /P
ur r r E  

Значення t=2 відповідає рівню досто-
вірності 0,95 (*), t=2,58 – рівню 0,99 (**), 
t>2,58 – рівню достовірності >0,99 (***) 
(див. табл.).

Результати та обговорення
У таблиці наведено дані стосовно анти-

мутагенної (антиканцерогенної) активнос-
ті 5%-вих екстрактів G. asclepiadea і G. 
punctata в LB-середовищі при 37 оС без 
аерації впродовж 20 год. Отримані резуль-
тати свідчать про значно більшу (майже у 3 
рази) біологічну активність екстракту G. 
punctata порівняно з G. asclepiadea, анти-
мутагенна (антиканцерогенна) активність 
екстракту у якої була низькою.

Таблиця. Антимутагенна (антиканцероген-
на) активність екстрактів G. asclepiadea і 
G. punctata.

Умови експерименту
Частка сегрегантів,

% від загальної 
кількості колоній

LB + 5% 0,85% розчи-
ну NaCl (контроль) 18,89 ± 1,32

LB + 5% екстракту  
G. asclepiadea 14,34 ± 0,91**

LB + 5% екстракту  
G. punctata 5,3 ± 0,31***

Примітки: ** – відповідає рівню достовірності 0,99; 
*** – відповідає рівню достовірності >0,99.

Дані щодо потенційної протипухлинної 
активності досліджуваних екстрактів узго-
джуються з їх антимутагенними характе-
ристиками. Порівняно з екстрактом 
G.  asclepiadea, екстракт G. punctata 
ефективніше інактивує клітини модельно-
го штаму E. coli Lys 23. В експерименті, де 
динаміку виживання клітин цієї тест-
культури відстежували в присутності екс-
трактів у концентрації 1% в 0,85% розчині 
NaCl при 37 оС без аерації впродовж 14 діб, 
активність екстракту G. punctata переви-
щувала таку G. asclepiadea в 8–15 разів, 
поступово зрівнюючись до кінця експери-
менту (рис. 2).
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Ріст-стимулюючу активність екстрактів 
G. asclepiadea і G. punctata вивчали з ви-
користанням мутанта E. coli 23-4. Присут-
ність обох екстрактів у концентрації 2% в 
0,85% NaCl при 37 оС без аерації також де-
монструє вищу активність екстракту 
G.  punctata порівняно з G. аsclepiadea. 
Хоча присутність екстрактів не завжди 
сприяла підвищенню виживання тест-
штаму, а в деяких варіантах навіть дещо 
його пригнічувала, в усіх випадках актив-
ність екстракту G. punctata перевищувала 
активність екстракту G. asclepiadea 
(рис. 3).
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Рис. 3. Ріст-стимулююча активність екстрактів:  – 
G. asclepiadea;  – G. punctata

Таким чином, проведені дослідження 
демонструють вищу біологічну активність 
екстракту G. punctata порівняно з G. 
asclepiadea. Цей результат не можна вва-
жати несподіваним, враховуючи результа-
ти проведених раніше досліджень щодо 
накопичення вторинних метаболітів, зо-
крема суми ксантонів і флавоноїдів, висо-
когірними і рівнинними видами роду 
Gentiana флори України [20]. Так, напри-

клад, було показано, що у сухій масі коре-
нів G. punctata вміст сумарної фракції 
ксантонів досягав 3,3% і був приблизно у 
30 разів більшим, ніж у G. asclepiadea. 
Очевидно, більша біологічна активність 
екстракту G.  punctata певним чином 
пов’язана з кількістю ксантонів, оскільки 
основним серед цього класу вторинних 
сполук є мангіферин – ксантон з відомою 
протипухлинною дією [19, 20, 26]. Не ви-
ключено, що результати, отримані нами 
стосовно потенційної протипухлинної ак-
тивності екстракту G. punctata, зумовлені 
наявністю в його складі цього вторинного 
метаболіту. Що стосується флавоноїдів, то 
їхній значно вищий вміст у пагонах був по-
казаний не лише для цього виду, а й бага-
тьох інших високогірних представників 
роду Gentiana флори України, на відміну 
від рівнинних видів та G. asclepiadea [20]. 
Загалом, вищі концентрації як ксантонів, 
так і флавоноїдів були характерними саме 
для високогірних видів, що підтверджує 
принцип забезпечення адаптованості виду 
до складних умов зростання за рахунок 
вторинного метаболізму.

У попередніх наших роботах екстракти, 
отримані з культур клітин різних рослинних 
видів, характеризувалися різними рівнями 
антимутагенної та потенційної протипух-
линної активності. Ріст-стимулююча ак-
тивність до цього часу була тестована 
лише для екстракту Ungernia victioris. 
Отримані у нашей роботі результати для 
екстрактів G. punctata та G. asclepiadea 
свідчать про вплив на біологічну активність 
видової приналежності рослин. Очевидно, 
що основна різниця між екстрактами поля-
гає в їх складі, представленому сукупністю 
первинних і вторинних метаболітів. Кожна 
з цих груп метаболітів необхідна для під-
тримки життєдіяльності і вносить свій 
склад в репродуктивний успіх (пристосо-
ваність) популяції, перебуваючи під по-
стійним тиском умов навколишнього се-
редовища [14]. Ферменти первинного ме-
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Рис. 2. Потенційна протипухлинна активність 
екстрактів:  – G. asclepiadea;  – G. punctata
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таболізму утримують високий ступінь 
стабільності своєї функції незалежно від 
складності організму. Вони беруть участь у 
фундаментальних метаболічних реакціях, 
включаючи енергетичний метаболізм і біо-
синтез біологічних будівельних блоків (біл-
ків, нуклеїнових кислот, вуглеводів). Нав
паки, спеціалізований метаболізм потрі-
бен не стільки для безпосереднього 
виживання організму, скільки для створен-
ня ключових метаболічних властивостей, 
які забезпечують адаптованість виду до іс-
нування у складних умовах впливу комп-
лексу біотичних та абіотичних чинників 
[27]. По суті, «локальний пошук» адаптив-
ного піку зводиться до появи нових мета-
болічних гілок, які постійно виникають у 
процесі еволюції наземних рослин і супро-
воджуються синтезом вторинних метабо-
літів, в основі чого лежить або освоєння 
кількох субстратів одним ферментом, або 
поява кількох продуктів у результаті фер-
ментації одного субстрату.

Використання біосинтетичного хімічно-
го простору швидко еволюціонуючими спе-
ціалізованими метаболічними системами 
вважається вирішальною адаптивною 
стратегією прикріпленого способу життя 
рослин, грибів і бактерій, що постійно коло-
нізують кожну нішу глобальної екосистеми. 
Пропонований у нашій роботі спосіб порів-
няння адаптованості різних видів відпові-
дає сучасним поглядам на роль метаболіч-
них систем у реакціях живих організмів на 
зміни умов їх існування. Так, наприклад, не 
викликає сумнівів значення протеоміки у 
вивченні процесів адаптації, оскільки гене-
тична основа фенотипової мінливості, на 
базі якої формується адаптованість, екс-
пресується на білковому рівні.

Відповідно до сучасних поглядів на ме-
тодологію еволюційних та екологічних до-
сліджень протеоміка повинна бути складо-
вою частиною у вивченні механізмів адап-
тації, оскільки протеом міститься ближче 
до фенотипу, ніж геном [12, 28]. У той же 

час метаболон з його надзвичайною гнуч-
кістю спеціалізованого метаболізму, реак-
цією на всі екологічні виклики [14] та по-
стійним розширенням спектра вторинних 
метаболітів у процесі адаптивної еволюції 
відображає інтенсивність всього метабо-
лізму, який в кінцевому результаті визна-
чає рівень адаптованості виду або популя-
ції до природних умов. 

Прокаріотичні тест-системи значно по-
легшують оцінку метаболічних процесів, 
оскільки їх використання не вимагає дослі-
дження окремих метаболічних шляхів, а 
обмежується констатацією реакції мікро-
організму на присутність відповідного екс-
тракту. Таким чином, описані в нашій робо-
ті рівні антимутагенної, потенційної проти-
пухлинної і ріст-стумулюючої активності 
екстрактів G. asclepiadea та G. punctata 
можна розцінювати як функцію активності 
їхніх метаболітів, здатність до синтезу яких 
відповідає рівню адаптованості цих двох 
модельних видів до умов існування.

Висновки
Досліджені в бактеріальних тест-

системах три біологічні активності – анти-
мутагенна (антиканцерогенна), потенцій-
на протипухлинна та ріст-стимулююча  – 
вищі для рослинного екстракту G. punctata 
порівняно з G. asclepiadea. Отримані дані 
можуть свідчити про вищий рівень метабо-
лізму G. punctata і, очевидно, про більш 
високий ступінь адаптованості до умов 
зростання.
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Цель. Сравнительное изучение рост-стимули
рующей, антимутагенной и потенциальной 
противоопухолевой активности экстрактов 
Gentiana asclepiadea и G. punctata как 
возможных показателей уровня адаптиро-
ванности видов к условиям произрастания. 
Методы. Использованы этанольные экстракты 
корней растений двух модельных видов рода 
Gentiana  L. В качестве бактериальных тест-
объектов использованы три полученные ранее 
MS2 – индуцированные мутанты Escherichia 
coli 3000. Результаты. Изученные показате-
ли биологической активности экстрактов ока-
зались достоверно выше для G. punctata, что 
свидетельствует о более высоком уровне ме-
таболизма этого вида и, очевидно, степе-
ни его адаптированности. Выводы. Две би-
ологические характеристики растительных 
экстрактов – антимутагенная (антиканцероген-
ная) и рост-стимулирующая активность, могут 
быть использованы для оценки степени адап-
тированности разных видов растений.

Ключевые слова: Gentiana L., биологи-
ческая активность, растительный экстракт, 
бактериальные тест-системы, адаптация. 
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Aim. A comparative study of growth-stimulating, 
antimutagenic and potential antitumor activity of 
Gentiana asclepiadea and G. punctata extracts 
as possible indicators of adaptability of the 
species to growth conditions. Methods. Ethanol 
extracts of the roots of two plant model species 
from the genus Gentiana L. were used. Three 
MS2 – induced mutants of Escherichia coli 3000 
obtained earlier were used as bacterial test-
objects. Results. The investigated indicators for 
extracts’ biological activities were significantly 
higher for G. punctata, indicating a higher 
metabolic rate of this species, and, obviously, 
the degree of adaptability. Conclusions. Two 
biological characteristics of plant extracts, 
antimutagenic (anticarcinogenic) and growth-
stimulating activity, can be used to assess the 
adaptability of different plant species.

Key words: Gentiana L., biological activity, 
plant extract, bacterial test-systems, adaptation.


