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Резюме
Введение. Виды рода Копеечник (Hedysarum L.) семейства Fabaceae представляют значительный интерес в связи с накоплением группы 
биологически активных веществ, обладающих выраженной антибактериальной и противовирусной активностью, в отношении ДНК-
содержащих вирусов. 
Цель. Целью работы является разработка методики количественного определения мангиферина в надземной части видов рода 
Hedysarum L., а именно Hedysarum caucasicum M.Bieb., Hedysarum grandiflorum Pall., Hedysarum daghestanicum Rupr. ex. Boiss., собранные на 
территории Северного Кавказа методом зонального капиллярного электрофореза.
Материалы и методы. Объектами исследования служили виды рода Hedysarum L., а именно Hedysarum caucasicum M.Bieb., Hedysarum 
grandiflorum Pall., Hedysarum daghestanicum Rupr. ex. Boiss., собранные на территории Северного Кавказа. Регистрация электронных 
спектров проводилась на капиллярном электрофорезе «КАПЕЛЬ®-105м» (ОАО «Люмэкс-маркетинг», Россия) с кварцевым капилляром Lэфф./
Lобщ. = 50/60 см, ID = 75 мкм. В качестве стандартного образца использовали мангиферин (субстанция-порошок, содержание мангиферина 
≥98 %, Sigma-Aldrich, Lot SLBP4044V).
Результаты и обсуждение. В результате комплексных фармакогностических исследований видов рода Копеечник, произрастающих на 
Северном Кавказе в естественных условиях, а также в условиях интродукции на территории Ботанического сада Пятигорского медико-
фармацевтического института и Горного ботанического сада Дагестанского федерального исследовательского центра Российской 
академии наук, нами разработана методика выделения и количественного определения мангиферина методом капиллярного 
электрофореза. 
Заключение. Проведенные исследования свидетельствуют о перспективности применения метода зонального капиллярного 
электрофореза при анализе ксантонов, в том числе определения количественного содержания мангиферина. Наибольшим содержанием 
мангиферина (0,25 %) отличается Hedysarum caucasicum M.Bieb., что подтверждает предположение, основанное на молекулярно-
генетических исследованиях, так как именно этот вид относится к секции Obscura, как и копеечник альпийский, используемый для 
получения мангиферина. В связи с чем можно предложить данную методику для анализа ксантонового гликозида мангиферина наряду со 
спектрофотометрией и высокоэффективной жидкостной хроматографией.
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Abstract
Introduction. The species of the genus Hedysarum L. of the Fabaceae family are of significant interest in connection with the accumulation of a 
group of biologically active substances with antibacterial and antiviral activity against DNA-containing viruses.
Aim. The purpose of the work is to develop a method for the quantitative determination of mangiferin in the aboveground part of species of the 
genus Hedysarum L., Hedysarum caucasicum M.Bieb., Hedysarum grandiflorum Pall., Hedysarum daghestanicum Rupr. ex. Boiss. collected in the North 
Caucasus by zonal capillary electrophoresis.
Materials and methods. The objects of the study were species of the genus Hedysarum L., namely Hedysarum caucasicum M.Bieb., Hedysarum 
grandiflorum Pall., Hedysarum daghestanicum Rupr. ex. Boiss. collected in the North Caucasus. Registration of electronic spectra was carried out 
on capillary electrophoresis "KAPEL'®-105m" (OJSC "Lumex-marketing", Russia) with quartz capillary Leff./Ltol. = 50/60 cm, ID = 75 μm. As a standard 
sample, mangiferin (substance-powder, mangiferin content ≥98 %, Sigma-Aldrich, Lot SLBP4044V) was used.
Results and discussion. As a result of comprehensive pharmacognostic studies of species of the kopecki genus growing in the North Caucasus 
under natural conditions, as well as under the conditions of introduction on the territory of the Botanical Garden of the Pyatigorsk Medical and 
Pharmaceutical Institute and the Mountain Botanical Garden of the Dagestan Federal Research Center of the Russian Academy of Sciences, we 
developed a method for the isolation and quantitative determination of mangiferin by capillary electrophoresis.
Conclusion. Studies show that the use of the zonal capillary electrophoresis method in the analysis of xanthones, including the determination of 
the quantitative content of mangiferin, is promising. The largest content of mangiferin (0.25 %) is distinguished by Hedysarum caucasicum M.Bieb., 
which confirms the assumption based on molecular genetic studies, since it is this species that belongs to the Obscura section, as well as the alpine 
penny used to produce mangiferin. Therefore, it is possible to provide this technique for analysis of mangiferin xanthone glycoside along with 
spectrophotometry and high performance liquid chromatography.
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ВВЕДЕНИЕ
Группа ксантонов в настоящее время представ-

ляет значительный интерес с фармакологической 
точки зрения [1, 2]. Актуальным направлением явля-
ется поиск перспективных источников противови-
русных препаратов [3]. В растениях рода Копеечник 
накапливаются ксантоновые соединения, в том числе 
мангиферин (рисунок 1) [4]. 

При анализе группы ксантонов чаще всего исполь-
зуется хроматоспектрофотометрия, дифференциаль-
ная спектрофотометрия, высокоэффективная жид-
костная хроматография, денситометрия [5–11]. Метод 
капиллярного электрофореза для разделения и коли-
чественного определения группы ксантоновых агли-
конов использовался с буферным раствором натрия 
тетрабората [12]. В последнее время достаточно часто 
капиллярный электрофорез используется в сочетании 
с плазменной масс-спектрометрией (ICPMS). Капил-
лярный электрофорез (СЕ) обеспечивает уникальные 
возможности разделения, такие как высокая эффек-
тивность и разрешающая способность, скорость и 
минимальное использование стандартных образцов. 
Благодаря развитию интерфейсов с ICPMS, особенно 
чувствительных и селективных, техника СЕ стала ча-
ще использоваться при проведении комплексных ис-

следований [13]. Для ксантонов характерными буфер-
ными растворами являются боратный [200 mM borate 
(pH 9.5)] или сульфатный буфер (10 mM sulfated β-CD). 
Количественное содержание ксантонов определяется 
по времени миграции ионов [14, 15].

Целью работы является разработка методи-
ки количественного определения мангиферина в 
надземной части видов рода Hedysarum L., а именно 
Hedysarum caucasicum M.Bieb., Hedysarum grandiflorum 
Pall., Hedysarum daghestanicum Rupr. ex. Boiss., собран-
ных на территории Северного Кавказа, методом зо-
нального капиллярного электрофореза [16].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектом исследования служили надземные час- 

ти следующих видов рода Копеечник:
1. Hedysarum caucasicum M.Bieb, Кабардино-Балка-

рия, Джилысу, открытые альпийские луга, фаза 
цветения, 27–28.07.2017.

2. Hedysarum grandiflorum Pall., Волгоградская об-
ласть, с. Кондраши, фаза цветения, 15.05.2019.

3. Hedysarum daghestanicum Rupr. ex Boiss., Республи-
ка Дагестан, Буйнакский район, с. Чиркей, фаза 
цветения, 10.05.2019.
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Метод капиллярного электрофореза. Исследо-
вание проводили на системе капиллярного элект- 
рофореза «КАПЕЛЬ®-105м» (ООО «Люмэкс-мар-
кетинг», Россия) с кварцевым капилляром Lэфф./
Lобщ. = 50/60  см, ID = 75 мкм. Кварцевый капилляр 
предварительно промывали последовательно во-
дой очищенной, 1 М водными растворами натрия 
гидроксида и кислоты хлористоводородной. Схе-
ма эксперимента данными методами включала ана-
лиз стандартного образца мангиферина (субстан-
ция-порошок, содержание мангиферина ≥98 %, 
Sigma-Aldrich, Lot SLBP4044V), построение калибро-
вочного графика в диапазоне концентраций для КЭ 
0,05–0,5  мг/мл и анализ растительных извлечений, 
расчет количественного содержания мангиферина в 
траве исследуемых видов.

Построение калибровочного графика СО манги-
ферина. Точную навеску стандартного образца ман-
гиферина массой около 0,05 г помещали в мерную 
колбу объемом 100 мл. Добавляли  80 мл 70%-го эти- 
лового спирта, после полного растворения стандар-
та доводили до метки тем же растворителем и пере-
мешивали (раствор А).

Предварительно измеряли оптическую плотность 
приготовленного раствора на спектрофотометре  
СФ-2000 (ЗАО «ОКБ СПЕКТР», Санкт-Петербург, Рос-
сия) в диапазоне длин волн 200–500 нм. Для это-
го аликвоту раствора А объемом 1 мл помещали в 
две мерные колбы объемом 25 мл. Растворы дово-
дили до метки в одной мерной колбе 70%-м этило-
вым спиртом и боратным буферным раствором 0,01 М 
во второй мерной колбе. Растворами сравнения слу-
жили 70%-й этиловый спирт в первом случае и 1 мл  
70%-го этилового спирта, помещенный в мерную кол-
бу объемом 25 мл и доведенный до метки боратным 
буферным раствором 0,01 М, – во втором случае.

Наблюдали смещение максимума светопоглоще-
ния мангиферина с 365 нм на 383 нм в боратном бу-
ферном растворе, что может быть связано с образова-
нием комплекса мангиферина с тетраборатом натрия 
(рисунок 2).

Для построения градуировочного графика ис-
пользовали раствор А с концентрациями 0,5  мг/мл, 
0,35 мг/мл, 0,25 мг/мл, 0,15 мг/мл, 0,05 мг/мл. Для это-
го 1 мл, 0,7 мл, 0,5 мл, 0,3 мл и 0,1 мл соответствен-
но раствора А помещали в пробирки Эппендор-
фа объемом 1 мл. Добавляли 0, 0,3, 0,5, 0,7 и 0,9 мл  
70%-го этилового спирта. Растворы центрифугирова-
ли при 8000 об/мин в течение 5 минут.

Анализ на капиллярном электрофорезе прово-
дили при напряжении +20 кВ, температуре в капил-
ляре +20  °С, детектирование проводили спектро-
фотометрически при длине волны 383 нм, время 
анализа составляло 10 минут. В качестве электро-
лита использовали боратный буферный раствор 
0,01  М с рН 9,2 ± 0,02, приготовленный согласно  
ГОСТ 4919.2-2016 «Реактивы и особо чистые вещества. 
Методы приготовления буферных растворов». Пред-
варительно капилляр промывали последовательно 
растворами кислоты хлористоводородной 1  М и нат- 
рия гидроксида 1  М. Промывку между растворами 
кислоты и щелочи, а также перед анализом прово-
дили водой очищенной. Промывочные растворы и 
растворы электролита фильтровали через бумажный 
фильтр Владипор типа МФАС-Б-4 с диаметром мемб- 
раны 25  мм. Буферные растворы, как и испытуемые, 
центрифугировали при 8000 об/мин в течение 5  ми-
нут. Анализ каждого раствора стандартного образца 
мангиферина повторяли дважды. Результаты получа-
ли, обрабатывали и строили градуировочный график 
в программе «Эльфоран» (ООО «Люмэкс-маркетинг», 
Россия, версия 3.2.5) (рисунки 3, 4).

Рисунок 1. I – мангиферин; II – норатириол; III – гомомангиферин

Figure 1. I – mangiferin; II – norathyriol; III – gomomangiferin
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Пробоподготовку испытуемых растворов из сы-
рья проводили в соответствии с методикой, разра-
ботанной нами для определения суммы ксантонов в 
пересчете на мангиферин методом УФ-спектрофото-
метрии для исследуемых видов, которая заключается 
в следующем.

Точную навеску (около 1,0 г) сырья, измельчен-
ного до размера частиц, проходящих сквозь сито с 
диаметром отверстий 2 мм, помещали в коническую 
колбу со шлифом объемом 100 мл, добавляли 40  мл 
спирта этилового 70 % и нагревали на водяной ба-
не с обратным холодильником в течение 30 мин. Не 

снимая холодильник, колбу охлаждали до комнат-
ной температуры в течение 30 мин. Водно-спиртовое  
извлечение декантировали и фильтровали через ва-
ту в колбу для отгонки объемом 250 мл. Экстракцию 
сырья повторяли 2 раза тем же спиртом порциями по 
40 мл, извлечения собирали в ту же колбу. Получен-
ное водно-спиртовое извлечение упаривали на ро-
торном испарителе [Qyre-2A (Qiyu Industrial (Shanghai) 
Co., Ltd.)] под вакуумом при температуре 80–85  °C до 
водного остатка объемом около 50 мл, который, не 

Рисунок 2. УФ-спектры растворов:

1 – СО мангиферина (1:2500) в 70%-м спирте этиловом; 2 – СО мангиферина (1:2500) с боратным буферным раствором 0,01 М

Figure 2. UV spectra of solutions: 

1 – solution mangiferin (1:2500) in 70 % ethyl alcohol; 2 – CO mangiferin (1:2500) with borate buffer solution 0.01 M

Рисунок 3. Электрофореграмма СО мангиферина (1:2000)

Figure 3. The electrophoregram of the solution of mangiferin 
standart (1:2000)
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Рисунок 4. Градуировочный график зависимости площади пи-
ка от концентрации мангиферина в растворе

Figure 4. Calibration graphic of the peak area to the concentration 
of mangiferin in solution
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охлаждая, количественно с помощью 50 мл воды пе-
реносили в делительную воронку объемом 250 мл, 
затем охлаждали до комнатной температуры.

Содержимое делительной воронки обрабатыва-
ли хлороформом 3 раза порциями по 30 мл, каждый  
раз взбалтывали смесь в течение 2 мин (эмульсию  
и(или) осадок, при наличии, оставляют в делитель-
ной воронке). Хлороформные извлечения отбрасыва-
ли. Водную фракцию, оставшуюся в делительной во-
ронке, обрабатывали этилацетатом 4 раза порциями  
по 20  мл, каждый раз взбалтывая смесь в течение 
2  мин (эмульсию, при ее образовании, оставляли в 
делительной воронке). Этилацетатные извлечения 
последовательно фильтровали через фильтр «крас-
ная лента» с 2  г натрия сульфата безводного в колбу 
для отгонки объемом 250 мл, фильтр ополаскивали 
10  мл этилацетата, которые присоединяли к основ-
ному фильтрату. Этилацетатное извлечение упарива-
ли на роторном испарителе под вакуумом при тем- 
пературе 80–85  °C до полного удаления органи-
ческого растворителя. Остаток смешивали с 30 мл  
70%-го спирта этилового и количественно с помощью 
того же спирта переносили в мерную колбу объемом 
50  мл. Объем раствора доводили до метки спиртом 
этиловым 70 % и перемешивали. Далее 1 мл получен-
ного раствора центрифугировали в течение 5 мин при 
8000 об/мин и подвергали его анализу.

Содержание в сырье мангиферина (Х, %) рассчи-
тывали по формуле:

X
C

a V wx x
=

⋅ ⋅ ⋅
⋅ ⋅ ⋅ −

50 100 100
1000 100( )

,

где C – концентрация, мг/мл; ax – навеска сырья, г; Vx – 
аликвота, мл; w – влажность сырья, %.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
На рисунках 5, 6, 7 представлены электрофорег- 

раммы извлечений видов рода Hedysarum L., а именно 
Hedysarum caucasicum M.Bieb., Hedysarum grandiflorum 
Pall., Hedysarum daghestanicum Rupr. ex Boiss., произ-
растающих на территории Северного Кавказа. 

В таблице 1 представлены результаты количест- 
венного определения мангиферина в исследуемых 
видах.

Таблица 1. Содержание мангиферина в траве  
видов рода Hedysarum L. (n = 6; F = 5; t(P,f) = 2,57)

Table 1. The content of the mangiferine in herbs of species 
Hedysarum L. (n = 6; F = 5; t(P,f) = 2,57)

Вид
Species

X
–
   ± Δx–   Sx Sx–  ε–  , %

Hedysarum caucasicum 
M.Bieb.

0,2450,006 0,0061 0,0025 2,59

Hedysarum grandiflorum 
Pall.

0,1440,006 0,0056 0,0023 4,13

Hedysarum daghestani-
cum Rupr. ex Boiss.

0,0450,001 0,0013 0,0005 2,93

На основании полученных экспериментальных 
данных можно сделать вывод, что наибольшим содер-
жанием мангиферина среди изученных видов рода 
Hedysarum L. отличается Hedysarum caucasicum M.Bieb., 
что составляет 0,25 % соответственно. 

Кроме данного метода количественного опреде-
ления мангиферина, мы проводили количественное 
определение суммы ксантонов в пересчете на манги-
ферин методом УФ-спектрофотометрии и количест- 
венное определение мангиферина методом высоко-
эффективной жидкостной хроматографии (таблица 
2) [17, 18].

Рисунок 5. Электрофореграмма извлечения Hedysarum cauca-
sicum M.Bieb.

Figure 5. The electrophoregram of the extract Hedysarum cauca-
sicum M.Bieb.

Рисунок 6. Электрофореграмма извлечения Hedysarum gran-
diflorum Pall.

Figure 6. The electrophoregram of the extract Hedysarum gran-
diflorum Pall.

Рисунок 7. Электрофореграмма извлечения Hedysarum daghes- 
tanicum Rupr. ex Boiss.

Figure 7. The electrophoregram of the extract Hedysarum daghes- 
tanicum Rupr. ex Boiss.
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Таблица 2. Содержание суммы ксантонов в пересчете  
на мангиферин и мангиферина в траве видов  
рода Hedysarum L.

Table 2. The content of the sum of the xanthones in herbs  
of species Hedysarum L.
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Hedysarum caucasicum 
M.Bieb.

0,620,02 0,0150,003

Hedysarum grandiflorum 
Pall.

0,600,02 –

Hedysarum daghestani-
cum Rupr. ex Boiss.

0,560,01 –

Также нами были проведены интродукционные 
исследования видов рода Hedysarum L., а именно 
Hedysarum caucasicum M.Bieb., Hedysarum grandiflorum 
Pall., Hedysarum daghestanicum Rupr. ex Boiss., на терри-
тории Горного ботанического сада ФГБУН ДФИЦ РАН 
(участок Цудахар). Количественное определение дан-
ных интродукционных видов проводилось методом 
УФ-спектрофотометрии и незначительно отличались 
от видов, собранных в естественных условиях (табли-
ца 3). 

Таблица 3. Содержание суммы ксантонов в пересчете  
на мангиферин методом УФ-спектрофотометрии  
в траве видов рода Hedysarum L. на территории  
Горного ботанического сада ФГБУН ДФИЦ РАН

Table 3. The content of the sum of the xanthones  
with UV-spectrophotometry in herbs of species Hedysarum L.  
growing jn the territory of the Mountain Botanical garden

Вид 
Species

Количественное содержание 
суммы ксантонов в пересчете  

на мангиферин  
(УФ-спектрофотометрия)

The content of the sum  
of the xanthones of the mangiferine 

(UV-spectrophotometry)

Hedysarum caucasicum 
M.Bieb.

0,61 ± 0,02

Hedysarum grandiflorum 
Pall.

0,55 ± 0,01

Hedysarum daghestani-
cum Rupr. ex Boiss.

0,61 ± 0,02

Hedysarum caucasicum M.Bieb. относится к секции 
Obscura, которая, по данным литературы, накапливает 
значительное количество суммы ксантонов в пересче-
те на мангиферин [17, 18].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведенные исследования свидетельствуют о 

перспективности применения метода зонального ка-
пиллярного электрофореза при анализе ксантонов, 

в том числе определения количественного содержа-
ния мангиферина, наряду с такими методами, как УФ- 
спектрофотометрия и ВЭЖХ [17, 18]. Методом УФ- 
спектрофотометрии возможно только определить 
содержание суммы ксантонов в пересчете на манги-
ферин, в то время как использование капиллярного 
электрофореза и ВЭЖХ позволяет определить коли-
чественное содержание индивидуальных веществ, в 
том числе мангиферина, по сравнению со стандарт-
ным образцом.
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