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Шишки сосны обыкновенной являются новым перспективным видом растительного сырья для применения 
в медицинской практике. 

Цель: определение состава фенольных соединений сухого водного экстракта сосны обыкновенной шишек, 
изучение его токсичности, антирадикальной активности и влияния на фагоцитоз. 

Материалы и методы. Объектом исследования являлись шишки сосны обыкновенной, заготовленные в ок-
тябре 2020 года. Из шишек был получен сухой водный экстракт путем экстракции горячей водой. Определение 
состава фенольных соединений сухого водного экстракта шишек сосны обыкновенной проводили методом ульт-
раэффективной жидкостной хроматографии/МС на хроматографе Waters Acquility с диодно-матричным 
УФ-детектором и тандемным квадрупольным MC-детектором TQD (Waters). Для определения антирадикальной 
активности использовали реакцию со стабильным свободным радикалом 2,2-дифенил-1-пикрилгидразилом 
(DPPH). Острую токсичность шишек сосны экстракта сухого изучали экспресс-методом В.В. Прозоровского на бе-
лых нелинейных мышах. Определение фагоцитарной активности лейкоцитов периферической крови проводили 
in vivo, модифицированным методом.  

Результаты. Проведен анализ состава фенольных соединений исследуемого экстракта. В результате исследо-
вания идентифицировано 12 веществ, которые имеют площадь не менее 1% от суммы всех площадей на хромато-
грамме. В составе экстракта шишек сосны обыкновенной обнаружены процианидины: процианидин B2, проциа-
нидин B3, процианидин C1, процианидин D1. Также были обнаружены флавоноиды и фенолкарбоновые кислоты. 
Установлено, что сосны обыкновенной шишек экстракт сухой обладает выраженной антирадикальной активно-
стью, близкой к показателям аскорбиновой кислоты. По результатам определения острой токсичности установле-
но, что ЛД50 исследуемых соединений находится в дозах больших, чем 1260 мг/кг. При изучении влияния экстрак-
та шишек сосны обыкновенной на фагоцитарную активность лейкоцитов периферической крови выявлено увели-
чение фагоцитарного индекса, но не установлено изменения активности общего лейкоцитарного фагоцитоза.  

Заключение. Сухой водный экстракт шишек сосны обыкновенной имеет в своем составе биологически ак-
тивные компоненты фенольной природы и является перспективным для дальнейших исследований фармаколо-
гической активности. 
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Наблюдается повышенный интерес населе-
ния, фармацевтических работников и врачей 
к растительным препаратам. Уникальный хи-
мический состав, высокая фармакологическая 
активность, доступность сырья – все это повы-
шает интерес исследователей. В настоящее вре-
мя в Государственную фармакопею Российской 
Федерации XIV издания входят сосны обыкно-
венной почки и терпентинное масло эфирное 
очищенное (скипидар очищенный). Остальные 
части растения, такие как шишки, кора, семена, 
корни сосны, остаются малоизученными и 
представляют интерес в качестве потенциально 
возможного лекарственного растительного сы-
рья. 

Сосна обыкновенная (Pinus sylvestris L.) се-
мейства сосновые (Pinaceae)  является одной из 
главных лесообразующих пород на территории 

Российской Федерации. Древесина сосны – цен-
ное сырье для строительства и деревообрабаты-
вающих предприятий. При заготовке древесины 
на лесосеках остается огромное количество ши-
шек, которые в дельнейшем не используются.  

При исследовании химического состава 
шишек сосны обыкновенной в качестве биоло-
гически активных соединений были выделены 
эфирные масла, полисахариды, фенолы и поли-
фенолы [1, 2].  

Среди фенольных соединений шишек Pinus 
koraiensis были идентифицированы: катехин, 
катехин-3-о-маннозид, катехин-3-о-глюкозид, 
скополетин, ванилин, ванилиновая кислота, 
3-гидрокси-4-о-β-гликозилбензойная кислота, 
изорамнетин, метил кверцетин, эпикатехин, 
лютеолин, флорентин, росманол, мирицетин, 
кемпферол, дигидрокверцетин, метилкверце-
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тинрамнозид, моногаллоил глюкозид, тамарик-
сетин [3-5].  

В спиртовом экстракте шишек сосны обык-
новенной из фенольных соединений были 
идентифицированы: кумароилхинная кислота, 
катехин и эпикатехин, 3-О-глюкозид цианиди-
на, 3-О-глюкозид дельфинидина, 3-О-глюкозид 
петунидина [6, 7]. 

Выделенные фенольные соединения шишек 
сосны при низкой токсичности обладали высо-
кой антиоксидантной и противоопухолевой ак-
тивностью, проявляли антиаллергический эф-
фект [3-5, 8-12]. Экстракты шишек сосны оказы-
вали влияние и на иммунную систему, 
в частности, усиливали пролиферативную фазу 
первичного Т-клеточного иммунного ответа и 
стимулировали дифференцировку мононукле-
аров периферической крови в зрелые дендрит-
ные клетки [13, 14].  

Состав фенольных соединений сухого вод-
ного экстракта шишек сосны обыкновенной и 
их фармакологическая активность требуют бо-
лее детального изучения для определения пер-
спектив использования в медицине. 

Целью настоящей работы явилось определе-
ние состава фенольных соединений сухого вод-
ного экстракта шишек сосны обыкновенной, 
изучение его токсичности, антирадикальной 
активности и влияния на фагоцитоз. 

 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

ИССЛЕДОВАНИЯ 
 
Объектом исследования являлись шишки 

сосны обыкновенной, заготовленные в октябре 
2020 года. Сбор образцов проводили на террито-
рии Ильинского района Пермского края в сме-
шанном лесу с преобладанием ели обыкновен-
ной и сосны обыкновенной. Шишки сосны 
обыкновенной заготавливали с взрослых хоро-
шо развитых деревьев, не пораженных вредите-
лями. Заготовленные шишки высушивали в те-
ни при комнатной температуре в течение меся-
ца. 

Экстракт шишек сосны обыкновенной сухой 
получали по следующей методике: навеску воз-
душно-сухого сырья помещали в колбу, залива-
ли водой очищенной в соотношении 1:10 и экс-
трагировали в течение 1,5 часов при температу-
ре 80°С при постоянном перемешивании. После 
экстракции остаток сырья отделяли от извлече-
ния и проводили отстаивание извлечения в те-
чение двух часов, затем упаривали водное из-
влечение на ротационном испарителе до густой 
массы. Упаренный остаток помещали в су-
шильный шкаф и высушивали при температуре 
55°С.  

Анализ по определению состава фенольных 
соединений экстракта проводили методом уль-

траэффективной жидкостной хроматогра-
фии/МС на хроматографе Waters Acquility с ди-
одно-матричным УФ-детектором и тандемным 
квадрупольным MC-детектором TQD (Waters). 
Подвижная фаза: смесь вода – ацетонитрил 
(95:5) с муравьиной кислотой. 

Хроматографировали испытуемый раствор и 
растворы стандартов в следующих условиях: 
объем пробы 2 мкл и 5 мкл; колонка 0,21×15,0 см 
AcuilityUPLCBEHC18 (1,7 мкм); температура ко-
лонки 35°С; скорость потока 0,25 мл/мин; 
УФ-детекция при 220-250 нм.  

Условия МС-детекции в режиме позитивных 
ионов, параметры детектора: напряжение на ка-
пилляре – +3 кВ; напряжение на конусе – 50 В; 
температура капилляра 450°С; температура ис-
точника 120°С; скорость потока осушающего га-
за 800 л/ч, скорость потока газа в конусе 50 л/ч и 
сканирование в диапазоне масс от 100 
до 1500 ед. 

МС-детекция в режиме негативных ионов, 
параметры детектора: напряжение на капилля-
ре – -3 кВ; напряжение на конусе – -30 В; темпе-
ратура капилляра 350°С; температура источника 
120°С; скорость потока осушающего газа 500 л/ч, 
скорость потока газа в конусе 50 л/ч и сканиро-
вание в диапазоне масс от 100 до 1500 ед. 

Для определения антирадикальной активно-
сти использовали реакцию со стабильным сво-
бодным радикалом 2,2-дифенил-1-пикрил-
гидразилом (DPPH) (Sigma-Aldrich, США, CAS 
номер: 1898-66-4). К 1 мл разведения экстракта 
шишек сосны обыкновенной сухого добавляли 3 
мл раствора DPPH в 95% спирте этиловом с кон-
центрацией 5 мг/100 мл. В качестве контрольно-
го образца измеряли оптическую плотность 3 мл 
раствора DPPH в 95% спирте этиловом с концен-
трацией 5 мг/100 мл и 1 мл воды очищенной. 
Измерение проводили на спектрофотометре 
марки СФ 2000 ОКБ «Спектр» (Россия) при 
517 нм, в кювете с толщиной слоя 10 мм. Далее 
вычисляли антиоксидантную активность, по-
глощение радикала по формуле:  

 
% связывания радикала DPPH = (A0-Ax)/A0×100,  

 
где: 

А0 – оптическая плотность контрольного 
образца при 517 нм; 

Ах – оптическая плотность исследуемого 
образца при 517 нм. 

Затем определяли величину IC50 – концен-
трацию вещества, способную связать половин-
ную концентрацию радикала DPPH, мкг/мл. Ве-
личина IC50 определяется по кривой, получае-
мой при построении графиков ингибирования 
в процентах от концентрации вещества. 

Острую токсичность сухого экстракта ши-
шек сосны обыкновенной изучали экспресс-
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методом В.В. Прозоровского на белых нелиней-
ных мышах [15]. Исследуемый экстракт вводи-
ли перорально в дозах 631, 794, 1000 и 1260 мг/кг. 
После введения веществ вели наблюдение за 
животными в течение двух недель, регистриро-
вали их активность, потребление пищи и воды, 
состояние шерстного покрова, состояние век 
и др. 

Определение фагоцитарной активности лей-
коцитов периферической крови проводили мо-
дифицированным методом [16]. Эксперимент 
проводили на белых нелинейных половозрелых 
крысах массой 180-220 г. Исследуемый экстракт 
шишек сосны вводили животным перорально 
в дозе 100 мг/кг. Образцы крови забирали из со-
судов хвоста до введения экстракта (контроль), 
затем через 1 час после введения экстракта. Ре-
зультаты учитывали микроскопически (Micros 
MC50, Австрия). Рассчитывали показатели фаго-
цитарной активности лейкоцитов: процент фа-
гоцитоза (клетки, захватившие объекты фагоци-
тоза), фагоцитарный индекс (количество объек-
тов фагоцитоза, приходящихся на одну фагоци-
тирующую клетку) и процент активных фагоци-
тов (клетки, захватившие два и более объектов 
фагоцитоза) для общего лейкоцитарного и диф-
ференцированно для нейтрофильного, моноци-
тарного фагоцитоза. 

Все работы с лабораторными животными 
выполняли в соответствии с общепринятыми 
этическими нормами обращения с животными, 
принятыми Европейской конвенцией по защите 
позвоночных животных. 

Статистическую обработку результатов про-
водили в соответствии с ГФ XIV издания 
ОФС.1.1.0013.15 «Статистическая обработка ре-
зультатов химического эксперимента». Полу-
ченные данные обрабатывали методами мате-
матической статистики с помощью t-критерия 
Стьюдента с использованием программы 
Microsoft Excel. Количественные признаки пред-
ставлены как M±m (среднее арифметическое ± 
ошибка среднего). Достоверность отличий меж-
ду группами считали значимыми при р≤0,05. 

 
РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ  

И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 
 
На основании полученных масс-спектров 

при ионизации в позитивном и негативном ре-
жимах были предположены молекулярные ио-
ны (М+Н+, M+Na+ и М-Н-), предложен молеку-
лярный вес компонента, а по фрагментации и 
УФ-спектрам предположена структура агликона, 
входящего в состав молекулы. Были собраны 
данные для пиков, имеющих площадь не менее 
1% от суммы всех площадей при 260 нм. Резуль-
таты исследования представлены в таблице 1. 

В результате исследования идентифициро-
вано 12 веществ, которые имеют площадь не 
менее 1% от суммы всех площадей на хромато-
грамме. В составе экстракта шишек сосны 
обыкновенной обнаружены процианидины: 
процианидин B2, процианидин B3, проциани-
дин C1, процианидин D1. Эти вещества согласно 
некоторым исследованиям могут обуславливать 
проявление множества полезных свойств.  

Пероральное введение процианидина D1 
в течение 23 дней мышам при моделировании 
ревматоидного артрита приводит к уменьше-
нию воспалительного отека лап, уменьшению 
потери хрящевой ткани в сравнении с кон-
трольной группой, а также к снижениею уров-
ней антител и провоспалительных цитокинов 
[17]. Процианидин D1 обладает гипогликемиче-
ским действием, улучшает толерантность к 
глюкозе у мышей. Процианидин D1 способству-
ет активации аутофагии β-клеток поджелудоч-
ной железы, что необходимо для поддержания 
гомеостаза и выживания β-клеток [18]. 

Процианидин С1 оказывает сенолитическое 
действие, индуцируя апоптоз стареющих стро-
мальных клеток человека, но без существенного 
влияния на нестареющие клетки при использо-
вании в соответствующих концентрациях, что 
говорит о высокой селективности к стареющим 
клеткам [19]. 

На фоне асцитной опухоли Эрлиха мышам 
в дозе 100 мг/кг ежедневно вводили экстракт 
сосны, богатый проантоцианидинами. При этом 
наблюдалось уменьшение воспалительного ин-
фильтрата, снижение количества опухолевых 
клеток, уменьшение уровня перекисного окис-
ления липидов [20]. 

Следующим этапом являлось исследование 
антирадикальной активности экстракта. Резуль-
таты исследования представлены в таблице 2. 

В результате исследования установлено, что 
сухой экстракт шишек сосны обыкновенной об-
ладает выраженной антирадикальной активно-
стью. Величина IC50 для сосны обыкновенной 
шишек экстракта сухого по связыванию свобод-
ного радикала DPPH оказалась близкой к значе-
нию вещества сравнения, в качестве которого 
выступала аскорбиновая кислота.  

Для рекомендации полученного экстракта 
к применению необходимо убедиться в его  
безопасности. Поэтому следующим этапом яв-
лялось исследование острой токсичности сухого 
экстракта сосны обыкновенной шишек. Резуль-
таты изучения острой токсичности представле-
ны в таблице 3.  

Как видно из таблицы, пероральное введе-
ние исследуемых концентраций экстракта ши-
шек сосны обыкновенной (631, 794, 1000 и 
1260 мг/кг) не приводило к гибели животных. 
Следовательно, ЛД50 исследуемых соединений 
находится в дозах больших, чем 1260 мг/кг. 
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Таблица 1 
Table 1 

Состав основных фенольных соединений сосны обыкновенной шишек экстракта сухого 
The composition of the principal phenolic compounds present in the dry extract of Scotch pine cones. 

Название вещества 
Name of the substance 

tR Длина волны 
Wavelength 

Mr Структурная формула 
Structural formula 

Протокатеховая 
кислота 
Protocatechic acid 

3.19 260/290 154 

 

Процианидин B2 
Procyanidin B2 

3.37 280 578 

 

Процианидин B3 
Procyanidin B3 

3.86 280 578 

 

Процианидин C1 
Procyanidin C1 

4 280 866 

 

Катехин 
Catechin 

4.29 280 290 

 

Гиперозид 
Hyperoside 

8.64 355 464 

 

Таксифолин-3-O-
глюкозид 
Taxifolin-3-O-glucoside 

7.59 290 466 
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Таблица 1. Окончание 
Table 1. End 

Процианидин D1 
Procyanidin D1 

4.79 280 1154 

 

Цинарозид 
Cinaroside 

10.06 348 448 

 

Изорамнетин-3-O-
глюкозид 
Isoramnetin-3-O-glucoside 

10.41 353 478 

O

O

O
O

OH OH

OH

OH

OH

OH

OH

O
CH3

 

Изокверцетин 
Isoquercetin 

11.77 369 464 

 
 

Таблица 2 
Table 2 

Антирадикальная активность сосны обыкновенной шишек экстракта сухого 
The antiradical activity of the dry extract of Scotch pine cones 

Концентрация, мкг/мл 
Concentration, mcg/ml 

Антирадикальная активность, % связывания DPPH 
Antiradical activity, % DPPH binding 

1 2 3 
4.0 8.12 9.62 7.18 
8.0 16.16 21.16 14.04 
12.0 27.07 27.86 30.64 
16.0 39.04 39.84 42.57 
20.0 48.28 43.61 53.96 
40.0 74.13 81.18 85.93 

IC50 мкг/мл 
IC50 mcg/ml 

24.82 23,49 21,83 

Среднее IC50 мкг/мл 
Average IC50 mcg/ml 

23.38±1.5 

Аскорбиновая кислота IC50 мкг/мл 
Ascorbic acid IC50 mcg/ml 

14.3±0.5 
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Таким образом, исследуемый экстракт ши-
шек сосны обыкновенной согласно классифика-
ции токсичности лекарственных препаратов 
по Hodge и Sterner при пероральном введении 
относится к 4 классу токсичности и является ма-
лотоксичным, а в соответствии с ГОСТом 
12.1.007-76 к 3 классу токсичности – умеренно 
токсичные [21]. 

Полученные результаты сопоставимы с ли-
тературными данными по оценке острой ток-
сичности экстрактов и суммы полифенолов 
шишек сосны обыкновенной [10].  

При изучении влияния экстракта шишек 
сосны обыкновенной на фагоцитарную актив-
ность лейкоцитов периферической крови выяв-
лено увеличение количества захваченных объ-
ектов фагоцитоза, приходящихся на один ак-
тивный нейтрофил (фагоцитарный индекс), и 
снижение процента активных моноцитов. Из-
менения активности общего лейкоцитарного 
фагоцитоза выявлено не было (табл. 4).  

Учитывая вышесказанное, можно отметить, 
что сухой водный экстракт шишек сосны обык-

новенной является перспективным для даль-
нейших исследований фармакологической ак-
тивности.  
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Таблица 3 
Table 3 

Острая токсичность сосны обыкновенной шишек экстракта сухого 
Acute toxicity of dry extract of Scotch pine cones 

Результат 
Result 

Доза, мг/кг 
Dose, mg/kg 

631 794 1000 1260 
Количество животных 
Number of animals 

2 2 2 2 

Выжило 
Survived 

2 2 2 2 

Погибло 
Died 

0 0 0 0 

 

 

Рис. 1. Микрофотография фагоцитирующих нейтрофилов, окрашенных азур-эозином по Романов-
скому-Гимзе (увеличение 10×100). 

Fig. 1. Micrograph of phagocytic neutrophils stained with azur-eosin according to Romanovsky-Giemse (magnification 10×100). 
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Таблица 4 
Table 4 

Влияние сухого водного экстракта шишек сосны обыкновенной на фагоцитарную активность 
лейкоцитов периферической крови 

Effect of dry aqueous extract of pine cones on phagocytic activity of peripheral blood leukocytes 

Показатель 
Indication 

Контроль 
Control 
(n=6) 

Экстракт 
Extract 
(n=6) 

Фагоцитарная активность нейтрофилов 
Phagocytic activity of neutrophils 

Процент фагоцитоза 
Percentage of phagocytosis 

19.47±1.59 22.59±1.13 

Фагоцитарный индекс 
Phagocytic index 

1.22±0.03 1.31±0.02* 

Процент активных фагоцитов 
Percentage of active phagocytes 

5.22±0.93 5.39±0.46 

Фагоцитарная активность моноцитов 
Phagocytic activity of monocytes 

Процент фагоцитоза 
Percentage of phagocytosis 

29.73±3.72 28.24±4.02 

Фагоцитарный индекс 
Phagocytic index 

1.26±0.11 1.02±0.03 

Процент активных фагоцитов 
Percentage of active phagocytes 

6.58±2.19 0.79±0.93* 

Фагоцитарная активность общей популяции лейкоцитов 
Phagocytic activity of the general leukocyte population 

Процент фагоцитоза 
Percentage of phagocytosis 

25.36±2.68 22.92±1.18 

Фагоцитарный индекс 
Phagocytic index 

1.25±0.04 1.29±0.02 

Процент активных фагоцитов 
Percentage of active phagocytes 

5.48±0.95 5.13±0.46 

Примечание: результаты представлены в виде средней и ее стандартной ошибки (М±m); * – р <0,05 по 
отношению к контролю, n – количество животных. 

Note: the results are presented in the form of the mean and its standard error (M±m); * – p <0.05 relative to the control, n – number of 
animals. 
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INVESTIGATION OF THE COMPOSITION OF PHENOLIC COMPOUNDS, THE ANTIRADICAL ACTIVI-
TY AND THE EFFECT ON PHAGOCYTOSIS OF PINE CONES DRY AQUEOUS EXTRACT 

 
© Gulyaev D.K., Gein O.N., Belonogova V.D. 

 
Perm State Pharmaceutical Academy (PSPA) 
2, Polevaya str., Perm, Perm Krai, 614990, Russian Federation 

 
 

Pine cone is a new promising type of plant raw material for using in a medical practice. 
Objective: determination of the phenolic compounds composition of pine cones dry aqueous extract, research of its toxicity, anti-

radical activity and effect on phagocytosis. 
Materials and methods. The research object was a collection of pine cones gathered in October 2020. A dry aqueous extract was ob-

tained from the cones by extraction with hot water. The phenolic compounds composition of the pine cones dry aqueous extract was de-
termined by ultra-efficient liquid chromatography/MS on a Waters Acquisition chromatograph with a diode-matrix UV detector and 
a tandem quadrupole MC detector TQD (Waters). To determine the antiradical activity, a reaction with a stable free radical, 2,2-diphenyl-
1-picrylhydrazyl (DPPH), was used. The acute toxicity of the pine cones dry extract was researched by the V.V. Prozorovsky express 
method on white non-linear mice. The phagocytic activity of peripheral blood leukocytes was determined in vivo by a modified method. 

Results. The phenolic compounds composition of the extract was analysed. The research identified 12 substances present in the ex-
tract, representing at least 1% of the total area on the chromatogram. The following procyanidins were found in the pine cones extract: 
procyanidin B2, procyanidin B3, procyanidin C1, procyanidin D1. Additionally, flavonoids and phenolic carboxylic acids were identified. 
The pine cones dry extract demonstrated pronounced antiradical activity, comparable to that of ascorbic acid. The acute toxicity determi-
nation revealed that the LD50 of the researched compounds is in doses greater than 1260 mg/kg. Upon examination of the effect of pine 
cone extract on the phagocytic activity of peripheral blood leukocytes, an increase in the phagocytic index was observed, yet no change 
was noted in the activity of total leukocyte phagocytosis. 

Conclusion. The dry aqueous extract of pine cones contains biologically active components of phenolic nature, which suggests that 
further research into its pharmacological activity may be promising. 

Keywords: Scotch pine; cones; dry extract; antiradical activity; acute toxicity; effect on phagocytosis. 
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