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Целью данной работы является выделение индивидуальных соединений, обусловливающих антибактериальную 

активность листьев толокнянки обыкновенной [Arctostaphylos uva-ursi (L.) Spreng.].  
Листья толокнянки обыкновенной, заготовленные в Пермском крае, экстрагировали 70% этиловым спиртом, 

полученное водно-спиртовое извлечение подвергали упариванию в вакууме.  
С помощью хроматографических методов с использованием силикагеля L 40/100 и элюентных смесей (смесь 

хлороформа и спирта этилового в различных соотношениях) из упаренного водно-спиртового экстракта листьев то-
локнянки обыкновенной наряду с арбутином (b-D-глюкопиранозид гидрохинона) выделено вещество с антибактери-
альной активностью – этиловый эфир п-дигалловой кислоты, который является новым природным соединением. Хи-
мическое строение этилового эфира п-дигалловой кислоты и арбутина установлено с использованием данных 1Н-ЯМР-
спектроскопии, УФ-спектроскопии и масс-спектрометрии. 

Впервые выявлена антибактериальная активность этилового эфира п-дигалловой кислоты в отношении тесто-
вых культур грамположительных бактерий Bacillus cereus и Staphylococcus aureus, грамотрицательных бактерий Esche-
richia coli и Pseudomonas aeruginosa. По антибактериальной активности арбутин уступал не только этиловому эфиру п-
дигалловой кислоты, но и отвару из листьев толокнянки обыкновенной. 

Следовательно, этиловый эфир п-дигалловой кислоты является одним из основных компонентов, вносящих 
вклад в антибактериальную активность отвара и других препаратов листьев толокнянки обыкновенной. 

Ключевые слова: Arctostaphylos uva-ursi (L.) Spreng., толокнянка обыкновенная, листья, этиловый эфир п-
дигалловой кислоты, арбутин, антибактериальная активность.  

Введение 

Растения являются одним из важнейших источников биологически активных соединений (БАС), 
находящих широкое применение в медицине и обладающих разнообразной фармакологической активно-
стью [1, 2]. К таким источникам БАС можно отнести толокнянку обыкновенную [Arctostaphylos uva-ursi 
(L.) Spreng., сем. Вересковые – Ericaceae], которая является фармакопейным растением во многих странах 
мира (Российская Федерация, США, Германия, Франция и др.) [3–5]. Листья толокнянки обыкновенной 
[Arctostaphylos uva-ursi (L.) Spreng.] содержат в качестве биологически активных соединений простые фе-
нолы (арбутин, гидрохинон), а также другие вещества, которые обусловливают противовоспалительные 
и диуретические свойства [1, 6–11]. 

Листья толокнянки обыкновенной широко используются в качестве антисептического, противовос-
палительного, диуретического средства для лечения 
инфекционных заболеваний мочевыводящих путей 
[1, 2, 6]. Антибактериальное действие препаратов из 
листьев толокнянки в отношении многих видов 
микроорганизмов (Staphylococcus aureus SG 511, 
Escherichia coli, Proteus vulgaris, Streptococcus 
faecalis, Enterobacter aerogenes и др.) подтверждено 
во многих исследованиях [2].  
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Химический состав листьев толокнянки обыкновенной представлен такими группами веществ, как 
простые фенолы (арбутин, гидрохинон), фенолкарбоновые кислоты (галловая кислота и ее производные), 
фенилпропаноиды (кофейная кислота и другие гидроксикоричные кислоты), флавоноиды (гиперозид и др.), 
дубильные вещества (танины), монотерпены, сапонины (олеаноловая кислота и др.), полисахариды [1, 6–11]. 

Несмотря на достаточно высокую степень изученности химического состава листьев толокнянки 
обыкновенной [1, 6–11], поиск новых действующих веществ в сырье данного растения по-прежнему явля-
ется актуальным. Считается, что антибактериальный и диуретический эффекты препаратов толокнянки 
обыкновенной обусловлены арбутином, в первую очередь продуктом его гидролиза гидрохиноном [2, 12, 
13]. Ранее уже было показано, что фенольные соединения могут оказывать различное действие на выдели-
тельную функцию почек [14], а также проведена работа по разработке методик стандартизации арбутинсо-
держащего лекарственного растительного сырья [15–17].  

Цель данной работы – выделение индивидуальных соединений, обусловливающих антибактериаль-
ную активность листьев толокнянки обыкновенной для получения фармацевтических субстанций с более 
высокой активностью.  

Экспериментальная часть 

100 г воздушно-сухих листьев толокнянки обыкновенной, заготовленных в августе 2016 г. в Перм-
ском крае, экстрагировали 70% этиловым спиртом, осуществляя вначале две экстракции при комнатной 
температуре в течение 24 ч, а затем при нагревании на кипящей водяной бане в течение 30 мин. Объеди-
ненное водно-спиртовое извлечение упаривали под вакуумом до объема 50 мл, смешивали с 30 г силикаге-
ля L 40/100 и высушивали. Высушенный порошок (сухой экстракт + силикагель) наносили на слой силика-
геля (диаметр – 8 см, высота – 5 см), сформированный в виде взвеси в хлороформе. Хроматографическую 
колонку элюировали хлороформом и смесью хлороформ-этанол в различных соотношениях (99 : 1; 98 : 2; 
97 : 3; 95 : 5; 93 : 7; 90 : 10; 85 : 15; 80 : 20; 70 : 30, 60 : 40, 50 : 50, 40 : 60, 30 : 70). Контроль за разделением 
веществ осуществляли с помощью ТСХ-анализа на пластинках «Сорбфил ПТСХ-АФ-А-УФ» в системах 
хлороформ-этанол (9 : 1), хлороформ-этанол-вода (26 : 16 : 3), а также н-бутанол-ледяная уксусная кисло-
та-вода (4 : 1 : 2). Детекцию вешеств осуществляли просмотром хроматограмм в УФ-свете при длине вол-
ны 254 и 366 нм, а также проявлением щелочным раствором диазобензолсульфокислоты. 

Cпектры ЯМР 1Н получали на приборах «Bruker AM 300» (300 МГц), масс-спектры снимали на 
масс-спектрометре «Kratos MS-30», регистрацию УФ-спектров проводили с помощью спектрофотометра 
«Specord 40» (Analytik Jena). 

Из фракций (24–26), полученных при элюировании смесью растворителей хлороформ-спирт этило-
вый 95% (93 : 7), получили вещество 1, представляющее собой кристаллы белого цвета с сероватым оттен-
ком состава С16Н14О9. УФ-спектр (lmax EtOH, нм): 220, 276 нм. Масс-спектр (ESI-MS, 180 оС, m/z): М+ 221 

[М+ этилгаллата + Na]+, 199 [М+ этилгаллата + Н]+, 
171 [М+ галловой кислоты +  Н]+. 1Н-ЯМР-спектр 
(300 МГц, ДМСО-d6, δ, м.д., J/Гц): 9.23 (уш. с, 3Н 
трех фенольных групп галловой кислоты), 8.90 (уш. 
с, 1Н фенольной группы галловой кислоты), 8.61 
(уш. с, 1Н фенольной группы галловой кислоты), 
6.94 (с, 2Н, Н-21 и Н-61), 6.54 (с, 2Н, Н-2 и Н-6), 4.19 
(кв., 2Н, 7 Гц, СН2), 1.25 (т, 3Н, 7 Гц СН3). 

Из фракций (82–88), полученных при элюи-
ровании смесью растворителей хлороформ-спирт 
этиловый 95% (80 : 20) и (75 : 25), было выделено 
вещество 2, представляющее собой игольчатые кри-
сталлы белого цвета состава С12Н16О7 с т.пл. 197–
199 °С (хлороформ-спирт). Масс-спектр (ESI-MS, 
180 оС,  m/z):  М+ 295 [272 + Na]+.  УФ-спектр (lmax 
EtOH, нм): 230, 282 нм. 1Н-ЯМР-спектр (300 МГц, 
ДМСО-d6,  δ,  м.д.,  J/Гц):  9.02 (с,  1Н,  фенольная ОН-
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группа), 6.85 (д, 2Н, 9 Гц, протоны при С-2 и С-6), 6.64 (д, 2Н, 9 Гц, протоны при С-3 и С-5), 5.25 (д, 7 Гц, 
Н-11 глюкозы), 3.30-5.05 (м, 6Н глюкозы). 

Исследование антибактериальной и противогрибковой активности этилового эфира п-дигалловой 
кислоты проводили в условиях in vitro в сравнении с арбутином и отваром из листьев толокнянки. Исполь-
зовали отвар толокнянки обыкновенной (1 : 10), водный раствор арбутина (1 мг/мл), спиртовой раствор 
этилового эфира п-дигалловой кислоты (1 мг/мл) и спирт этиловый 95%. Определение минимальной инги-
бирующей концентрации проводили методом двойных серийных разведений в бульоне Мюллера–Хинтона 
в соответствии с МУ 4.2.1890-04 [18].  

В качестве тестовых культур использовали грамположительные бактерии Bacillus cereus и Staphylo-
coccus aureus, грамотрицательные бактерии Escherichia coli и Pseudomonas aeruginosa, дрожжеподобный 
гриб Candida albicans. 

Полученные результаты обрабатывали с использованием статистических методов с помощью пакета  
прикладных статистических программ STATISTICA, v. 5.0, а также с помощью Microsoft Excel 2007 в со-
ставе пакета программ Microsoft Office 2007. 

Обсуждение результатов 

В 1Н-ЯМР-спектре соединения 1 (рис. 1) при 6.94 м.д. (Н-21, Н-61) и 6.54 м.д. (Н-2 и Н-6) обнаружены 
два двухпротонных синглетных сигнала, принадлежащих фрагменту дигалловой кислоты. Синглетный ха-
рактер сигналов протонов дигалловой кислоты свидетельствует о том, что депсид имеет строение п-
дигалловой кислоты. В случае м-дигалловой кислоты сигналы протонов при С-2 и С-6 обнаруживались бы 
в форме дублетных сигналов. Кроме того, в 1Н-ЯМР-спектре соединения 1 (рис. 1) присутствуют сигналы 
протонов этильного остатка (4.19 м.д., кв., 2Н, 7 Гц, -О-СН2-; 1.25 м.д., т, 3Н, 7 Гц, -СН3), что свидетельствует 
об этерификации карбоксильной группы при С-1 фрагмента галловой кислоты. Наличие в молекуле соедине-
ния 1 фрагмента этилгаллата подтверждается данными масс-спектра (рис. 2), котором присутствует базовый 
пик иона с m/z 221 [М+ этилгаллата + Na]+, 199 [М+ этилгаллата + Н]+. Таким образом, вещество 1 имеет 
структуру этилового эфира п-дигалловой кислоты и является новым природным соединением (рис. 3). 

Данные масс-спектроскопии, 1Н-ЯМР-спектроскопии (рис. 4), масс-спектрометри (рис. 5) и УФ-
спектроскопии позволили также идентифицировать соединение 2 как арбутин (1-О-b-D-глюкопиранозид 
гидрохинона) (рис. 3). При этом следует отметить, что в литературе нами обнаружена некоторая противо-
речивость данных 1Н-ЯМР-спектроскопии арбутина [19–21], касающаяся величины химического сдвига 
аномерного протона глюкозы (Н-11). В 1Н-ЯМР соединения 2 (рис. 4) нами обнаружен дублетный сигнал 
с константой спин-спинового взаимодействия 7 Гц при 5.25 м.д., что характерно для глюкозидов, в кото-
рых гликозилирование происходит по фенольному гидроксилу. Однако в некоторых работах величина хи-
мического сдвига аномерного протона глюкозы составляет около 4.60–4.80 м.д., что, как правило, наблю-
дается в случае присоединения глюкозы к спиртовому гидроксилу. Этот факт заслуживает внимания и, на 
наш взгляд, требует отдельного изучения.  

В условиях эксперимента арбутин был неактивным в отношении практически всех исследуемых 
штаммов, за исключением Bacillus cereus (рост наблюдался после разведения в 8 раз) (табл.). Антибактери-
альная активность спиртового раствора этилового эфира п-дигалловой кислоты в отношении Bacillus cereus 
сохранялась при разведении в 32 раза (спирт этиловый 95% – в 8 раз), Staphylococcus aureus – в 16 раз (спирт 
этиловый 95% – в 4 раза), Pseudomonas aeruginosa – в 16 раз (спирт этиловый 95% – в 4 раза), E. coli – 32 раза 
(спирт этиловый 95% – в 8 раз). Отвар из листьев толокнянки обыкновенной также показывал высокую 
активность в отношении грамположительных бактерий Bacillus cereus (максимальная кратность разведе-
ния, при которой сохранялось подавление роста, – 1 : 64) и Staphylococcus aureus (максимальная кратность 
разведения – 1 : 128), а также проявлял антибактериальную активность в отношении грамотрицательных 
микроорганизмов Pseudomonas aeruginosa (максимальная кратность разведения – 1 : 32). Интересно, что 
и этиловый эфир п-дигалловой кислоты, и отвар толокнянки проявляли активность в отношении дрожже-
подобных грибов Candida albicans (максимальная кратность разведения раствора этилового эфира п-
дигалловой кислоты 1 : 128 (спирт этиловый 95% сохранял активность при разведении в 8 раз); макси-
мальная кратность разведения отвара толокнянки 1 : 128). Таким образом, этиловый эфир п-дигалловой 
кислоты, выделенный из листьев толокнянки обыкновенной, в условиях in vitrо показывал более высокую 
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активность по сравнению с арбутином. При этом важно подчеркнуть, что в литературе имеются сведения 
об антимикробной активности галловой кислоты и ее производных [22, 23], а также сообщается,  что дан-
ные вещества обладают антиоксидантной, противораковой, противовирусной активностью [24–28]. 

 

Рис. 1. 1Н-ЯМР-спектр этилового эфира п-дигалловой кислоты в DMSO-d6 
 

 
Рис. 2. ESI-Масс-спектр этилового эфира п-дигалловой кислоты 
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Рис. 3. Структурные формулы этилового эфира п-дигалловой кислоты (1) и арбутина (2) 
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Рис. 4. 1Н-ЯМР-спектр арбутина в DMSO-d6 

 

 
Рис. 5. ESI-Масс-спектр арбутина 

Сравнение антибактериальной и противогрибковой активностей этилового эфира п-дигалловой кислоты, 
арбутина и отвара из листьев толокнянки обыкновенной 

Микроорганизм / исследуемое вещество 
Кратность разведения* 

1 : 2 1 : 4 1 : 8 1 : 16 1 : 32 1 : 64 1 : 128 1 : 256 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 

Staphylococcus aureus 
Этиловый эфир п-дигалловой кислоты – – – – + + + + 
Этиловый спирт 95% – – + + + + + + 
Арбутин + + + + + + + + 
Отвар из листьев толокнянки 1 : 10 – – – – – – – + 
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Окончание таблицы 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 
Bacillus cereus 

Этиловый эфир п-дигалловой кислоты – – – – + + + + 
Этиловый спирт 95%  – – – + + + + + 
Арбутин – – – + + + + + 
Отвар из листьев толокнянки 1 : 10 – – – – – – + + 

Pseudomonas aeruginosa 
Этиловый эфир п-дигалловой кислоты – – – – + + + + 
Арбутин + + + + + + + + 
Отвар из листьев толокнянки 1 : 10 – – – – – + + + 
Этиловый спирт 95%  – – + + + + + + 

E. coli 
Этиловый эфир п-дигалловой кислоты – – – – + + + + 
Этиловый спирт 95% кислоты) – – + + + + + + 
Арбутин + + + + + + + + 
Отвар из листьев толокнянки 1 : 10 + + + + + + + + 

Candida albicans 
Этиловый эфир п-дигалловой кислоты – – – – – – – + 
Этиловый спирт 95%  – – – + + + + + 
Арбутин + + + + + + + + 
Отвар из листьев толокнянки 1 : 10 – – – – – – – + 
* Примечание: + наличие роста микроорганизма; – отсутствие роста микроорганизма. 

 
Таким образом, из листьев толокнянки выделен этиловый эфир п-дигалловой кислоты, являющийся 

новым природным соединением, для которого в условиях in vitro обнаружена антибактериальная актив-
ность в отношении тестовых культур грамположительных бактерий Bacillus cereus и Staphylococcus aureus, 
грамотрицательных бактерий Escherichia coli и Pseudomonas aeruginosa, которая сохранялась при разведе-
нии исходного раствора (1 мг/л) в 32, 16, 32 и 16 раз соответственно. Следовательно, этиловый эфир п-
дигалловой кислоты является одним из основных компонентов, вносящих вклад в антибактериальную ак-
тивность отвара и других препаратов листьев толокнянки обыкновенной. 
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Kurkin V.A.*, Ryazanova T.K., Zhestkov A.V., Lyamin A.V., Avdeeva E.V., Kurkina A.V., Pravdivtseva O.E., Agapov A.I. 
THE ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF COMPOUNDS FROM LEAVES OF ARCTOSTAPHYLOS UVA-URS 

Samara State Medical University, ul. Chapaevskaya, 89, Samara, 443099 (Russia), e-mail: Kurkinvladimir@yandex.ru 
The aim of this paper is the isolation of individual compounds, which are caused the antibacterial activity of the leaves 

of the bearberry [Arctostaphylos uva-ursi (L.) Spreng.]. The leaves of Arctostaphylos uva-ursi, collected in Perm region, there 
were extracted with 70% ethanol, the obtained water-alcoholic infusion there was evaporated in vacuum. 

By means of the chromatographic methods with the using of silica gel 40/100 and eluent systems (chloroform and etha-
nol in several ratio) from the evaporated water-alcoholic extract of the leaves of Arctostaphylos uva-ursi, a substance with anti-
bacterial activity, ethyl ester of p-digallic acid, which is a new natural compound, was isolated along with arbutin ((1-О-b-D-
glucopyranoside of hydroquinone) from the leaves of this plant. The chemical structures of the ethyl ester of p-digallic acid and 
arbutin were established with the using of data of 1H-NMR-spectroscopy, UV-spectroscopy and mass-spectrometry.. 

The antibacterial activity of ethyl ester of p-digallic acid against test cultures of gram-positive bacteria Bacillus cereus 
and Staphylococcus aureus, gram-negative bacteria Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa for the first time was deter-
mined. By antibacterial activity, arbutin was inferior not only to ethyl ester of p-digallic acid, but also to decoction from the 
leaves of the bearberry. Consequently, the ethyl ester of p-digallic acid is one in main component, which is take the contribution 
in the antibacterial activity of the decoction and other preparations of the leaves of Arctostaphylos uva-ursi. 

Keywords: Arctostaphylos uva-ursi (L.)  Spreng.,  bearberry,  leaves,  ethyl ester  of p-digallic acid, arbutin, antibacterial 
activity. 
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