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АННОТАЦИЯ

Введение. Регуляция продукции нейротрофических факторов является актуальной для многих медицинских дис-
циплин. Один из путей для решения данной проблемы — использование препаратов природного происхождения, 
применяемых в традиционной медицине. В китайской медицине издревле известен Дудник Китайский (Angelica 
Sinensis), используемый для лечения многих неврологических расстройств. Однако распространение этого рас-
тения в основном ограничено ареалом Китая, что затрудняет его широкое использование. В отношении других 
растений рода Angelica семейства Apiaceae (зонтичные) исследования немногочислены или отсутствуют.

Цель работы. Сравнительное исследование влияния экстракта Angelica Amurensis и Angelica Sinensis на уровень 
мРНК  BDNF (brain-derived neurotrophic factor) и NGF (nerve growth factor).

Материалы и методы. С помощью реакции количественной ПЦР в реальном времени (real time quantitative PCR) 
проводили исследование влияния водно-спиртовых экстрактов Дудника Китайского и Дудника Амурского на уро-
вень экспрессии BDNF мРНК и NGF мРНК в культуре нейроглии.

Результаты. Добавление как экстракта Дудника Амурского, так и экстракта  и Дудника Китайского в культуру 
клеток нейроглии значительно увеличивало уровень мРНК BDNF и NGF. При этом экстракт Дудника Амурского 
проявлял большую активность в ранние сроки (1 час инкубации). При более продолжительной инкубации (4 часа) 
действие обоих препаратов уравнивалось.

Выводы. Установлена высокая активность экстрактов Дудника Амурского  и Дудника Китайского в отношении 
экспрессии основных нейротрофических факторов — BDNF и NGF, что подтверждает перспективность изучения 
и использования продуктов этих растений в фармацевтике и клинической медицине.
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EFFECT OF A PLANT EXTRACT OF THE GENUS ANGELICA  
ON THE SYNTHESIS OF NEUROTROPHIC FACTORS IN VITRO

ABSTRACT

Background. Re regulation of the production of neurotrophic factors is relevant for many medical disciplines. One of the ways 
to solve this problem is the use of medications of natural origin used in traditional medicine. Angelica Sinensis has been known 
in Chinese medicine since ancient times for the treatment of many neurological disorders. However, the distribution of this plant 
is mainly limited by the area of China, which makes it diScult to be widely used. For other plants of the genus Angelica of the 
family Apiaceae there are few or no studies.

Purpose. A comparative study of the eTect of Angelica Amurensis and Angelica Sinensis extracts on mRNA levels BDNF (brain-
derived neurotrophic factor) and NGF (nerve growth factor) levels.

Materials and methods. Real time quantitative polymerase chain reaction (PCR) was used to study the eTect of hydroalcoholic 
extracts of Angelica Sinensis and Angelica Amurensis on the expression level of BDNF mRNA and NGF mRNA in neuroglia 
culture.

Results. Re addition of both Angelica Amurensis extract and Angelica Sinensis extract to the neuroglial cell culture signiUcantly 
increased the mRNA levels of BDNF and NGF. At the same time, the extract of Angelica Amurensis showed great activity in the 
early stages (1 hour of incubation). At longer incubation (4 hours) the eTect of both medicines was equalized.

Conclusions. Re high activity of Angelica Amurensis and Angelica Sinensis extracts in relation to the expression of the main 
neurotrophic factors (BDNF and NGF) was established which conUrms the perspective of studying and using the products of 
these plants in pharmaceutics and clinical medicine.
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ВВЕДЕНИЕ 
Поиск и изучение средств профилактики и лечения 

неврологической патологии, в том числе, регуляции про-
дукции нейротрофических факторов, является актуаль-
нейшей проблемой современных медико-биологических 
наук. Одним из быстро развивающихся направлений фар-
макологии является исследование биологически активных 
средств на основе древней традиционной медицины (ки-
тайской, индийской, вьетнамской и др.). Среди множества 
рецептур особое внимание специалистов в последние годы 
привлекают продукты растений семейства зонтичные 

(Apiаceae), особенно — род дудников (Angelica), ярким 
представителем которых является Дудник Китайский, ши-
роко известный как донг куай (當歸; dāngguī; Pe̍h-ōe-jī). Это 
признанное китайское лекарство, которое используется на 
протяжении тысячелетий, а его биологическая эффектив-
ность доказана современными данными [1, 2].

Цель исследования.
Целью настоящей работы явилось сравнитель-

ное исследование влияния экстракта Дудника Амурского 
(Angelica Amurensis) и родственного ему Дудника Китай-
ского (Angelica Sinensis) на продукцию наиболее изученных 
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нейротрофинов BDNF (brain-derived neurotrophic factor) и 
NGF (nerve growth factor).

Для этого с использованием метода количественной 
ОТ-ПЦР в реальном времени (полимеразная цепная реак-
ция продуктов обратной транскрипции) протестирована 
способность экстрактов Дудника Китайского (далее AS) и 
Дудника Амурского (далее AA) влиять на экспрессию на 
уровне мРНК генов BDNF и NGF в культивируемых астро-
цитах коры больших полушарий мозга крысы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Приготовление экстрактов
В качестве исходного сырья использовали кор-

ни и траву Дудника Китайского и Дудника Амурского. 
Для экстрагирования материала применяли методы: 
водно-спиртовой экстракции в циркуляционном экс-
тракторе «Сокслет»; погружной ультразвуковой экстрак-
ции в водно-спиртовом растворе; ускоренной экстракции 
этанолом ASE (Accelerated solvent extraction). Растворы 
стерилизовали фильтрованием и проводили лиофилиза-
цию.

Исследование влияния экстрактов дудника ки-
тайского и дудника амурского на уровень экспрессии 
BDNF мРНК и NGF мРНК в культуре клеток нейроглии

Использованные материалы и реагенты
В работе использовались следующие реагенты: 

L-глютамин, MEM, F12, DMEM, эмбриональная сыво-
ротка коровы (ICN), сахароза, BSA, SDS, EDTA, NaOH, 
Na2CO3, Na2HPO4, NaCl, PPO, POPOP, бензамидин, PMSF, 
BDNF, трис, инсулин, трансферрин, прогестерон, путрес-
цин, Na2SeO3, трифторуксусная кислота, гептафтормас-
ляная кислота, трихлоруксусная кислота, ацетонитрил, 
полиэтиленимин, D-глюкоза, L-глютамин, апротинин, 
лейпептин (Sigma, Sigma-Aldrich), CuSO4, параформаль-
дегид, Ca,Na-тартрат, соляная кислота, толуол (Реахим), 
CaCl2, реактив Фолина (Merck), тритон X-100 (“Ferak 
Berlin”). Использовалась пластиковая культуральная по-
суда фирм Nunc и Costar. 

Первичные культуры клеток нейроглии
Первичную культуру клеток нейроглии получали 

согласно методике [3]. Крыс линии Sprague-Dowly (17 осо-
бей) возраста 1–3 дня забивали с помощью углекислотной 
асфиксии (15 мин) и помещали на 1 мин в 80 % водный 
раствор этанола. Далее все операции проводили в асепти-
ческих условиях при температуре 4–7  0C. Выделенный 
мозг помещали в раствор Хэнкса и далее выделяли кору 
больших полушарий, освобождая ткань от оболочек. Вы-
деленную ткань один раз промывали раствором Хэнкса 
и переносили в среду MEM/F12 (1:1), содержащую 20 % 
эмбриональной сыворотки коровы и 2 мМ L-глютамина. 
Ткань диссоциировали на отдельные клетки механически. 
Полученную клеточную суспензию один раз промывали 
средой того же состава с помощью центрифугирования 
при 200 g. Клетки засевали плотностью 200 тыс. клеток/см2  
на обработанные поли-L-лизином культуральные флако-
ны площадью 75 см2. Культивирование клеток проводи-
ли в CO2-инкубаторе при 37 0C в атмосфере, содержащей 

5  % CO2 и 95  % воздуха в среде MEM/F12 содержащей 
15 % эмбриональной сыворотки коровы, 6 г/л D-глюко-
зы, 2 мМ L-глютамин, 25 мг/л инсулина, 100 мг/л транс-
феррина, 20 нМ прогестерон, 100 нМ путресцин и 30 нМ 
селенит натрия, 100 мкг/мл гентамицина. Культуральную 
среду меняли каждые 3–4 дня. Пересев клеток проводили 
после достижения монослоя в соотношении 1:3 (время 
достижения монослоя 1.5–2 нед.).

Выделение тотальной РНК
Для экспериментов использовали полученные 

после третьего пересева клетки: плотностью 100 тыс/см2 
высевали на обработанные поли-L-лизином 6-луночные 
культуральные планшеты в указанной культуральной 
среде. После достижения клетками монослоя культураль-
ную среду заменяли на бессывороточную (указанная сре-
да без эмбриональной сыворотки коровы). После 48 ч ин-
кубации в среду вводили стерильные растворы (40 мкл) 
тестируемых экстрактов до конечной концентрации 
1 мкг/мл (3 параллели на точку). В качестве контроля вво-
дили равный объем 0,9 % раствора NaCl в воде. Через ука-
занные промежутки времени отбирали культуральную 
среду, клетки промывали холодным фосфатно-солевым 
буфером и выделяли тотальную РНК фенол-хлороформ-
ным методом с использованием набора YellowSolve (Кло-
ноген, Россия) с использованием методики производите-
ля. Чистоту и концентрацию РНК в полученных образцах 
проводили спектрофотометрически, и в дальнейших 
экспериментах использовали образцы с соотношением  
А260/A280 >1.6. 

Обратная транскрипция и ПЦР.
Для проведения обратной транскрипции отби-

рали 1 мкг тотальной РНК и проводили реакцию 1 час 
при 37  0С в среде, содержащей 8 ед/мл Moloney Murine 
Leukemia Virus (M-MLV)-обратную транскриптазу, 10 мМ  
дитиотрейтол, 800 мкМ dNTPs, случайные гексапрай-
меры (20 мкг/мл) и Urst-strand buTer (50 мМ Трис-HCl, 
75 мМ KCl, 3  мМ MgCl2) в объеме 25 мкл. После последу-
ющей инкубации 10 мин при 70 0С образцы полученной 
кДНК хранили при -20 0С. 

Оценку уровня экспрессии BDNF и NGF мРНК 
проводили с использованием количественной ПЦР в 
реальном времени (real-time quantitative PCR, система 
Mx3000P, Stratagene). Применяли высокоспецифичный 
dsДНК-связывающий краситель SYBR green I. Реакцию 
проводили в смеси объемом 25 мкл, содержащей 2 мкл 
кДНК образца или стандарта, или 2 мкл воды (негативная 
проба), 250 мкМ смеси дНТФ (дезокси-нуклеозидтри-
фосфаты), 2,5 мМ MgCl2,15 мМ Трис-HCl (pH 8,8), 50 мМ 
KCl, 0,5 % глицерола, 0,1 % Tween 20, интеркалирующий 
краситель SYBR Green I, 1 ед Taq ДНК-полимеразу с ин-
гибирующими активность фермента антителами («Син-
тол», Россия) и по 10 пмоль смысловых и антисмысловых 
праймеров («Синтол», Россия; табл. 1) при следующих 
условиях: старт — 5 минут 95 0C, затем 40 циклов, вклю-
чающих плавление — 30 секунд при 95 0C, отжиг — 30 сек 
при 68 0C, элонгация — 30 сек при 72 0C с детекцией флуо-
ресценции в конце каждого шага элонгации.
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Для подтверждения специфичности продук-
тов амплификации после окончания амплификации 
образцы охлаждали до 60  0C и через 20 мин получали 
кривые плавления нагреванием до 95  0C со скоростью  
0.03  0C/сек с непрерывной детекцией флуоресценции. 
Для получения калибровочных кривых смесь кДНК об-
разцов последовательно разбавляли водой, свободной 
от ДНКаз, получали стандартные растворы с известной 
относительной концентрацией соответствующего про-
дукта. С использованием программного обеспечения 
производителя определяли номер цикла, соответству-
ющий максимальному ускорению процесса амплифи-
кации, получали калибровочную кривую числа данных 
циклов от относительной концентрации продукта, и 
определяли относительную концентрацию в неизвестном 
образце с последующей нормализацией по β-актину.

Достоверности различий групповых средних 
оценивались с помощью дисперсионного анализа (one-
way ANOVA). На диаграммах представлены средние 
значения групп с учетом стандартной ошибки средне-
го (Mean+SEM). Обозначения уровней достоверности:  
**– p<0.01; ***– p<0.001.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Данные исследований представлены на рис. 1–4.
В результате проведенных исследований было 

показано, что при введении в культуральную среду 
экстрактов AS и AA в концентрации 1 мкг/мл обнару-
жено сильное увеличение экспрессии мРНК как NGF, 
так и BDNF, составляющее 2,5–5,4 раза по сравнению с 
контролем. Такое увеличение экспрессии является дли-
тельным и наблюдается через 1 и через 4 часа после вве-
дения (рис. 1–4). При этом действие АА по сравнению 
с AS было более выраженным в отношении обоих фак-
торов после 1 часа инкубации (рис. 1–2), что указывает 
на более быстрый эффект Дудника Амурского. Через  
4 часа показатели выравнивались, а уровень BDNF  
под действием AS был даже несколько выше (рис. 3–4).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Из растений семейства Angelica в традицион-

ной китайской медицине издревле применяют Дудник 
Амурский и Дудник Даурский при различной патологии 
нервной системы (невралгиях, зубной боли, головокру-
жении и головной боли, парезе лицевого нерва), а также 
при кровотечениях различного характера, заболевани-
ях кожи [4]. В современных исследованиях показаны 
противовоспалительный [5], противоопухолевый [6], 
ранозаживляющий [7] эффекты Angelica Sinensis (Дуд-

Таблица 1. 

Ген Последовательности праймеров (прямой; обратный)
β-Актин 5'-CTACAATGAGCTGCGTGTGGC-3'

5'-CAGGTCCAGACGCAGGATGGC-3'
BDNF 5'-AGCCTCCTCTGCTCTTTCTGCTGGA-3'

5'-CTTTTGTCTATGCCCCTGCAGCCTT-3'
NGF 5'-TCAGTGTGTGGGTTGGAGAT-3'

5'-AGCCTGTTTGTCGTCTGTTG-3'

пр
оц

ен
т и

зм
ен

ен
ий

 п
о 
от

но
ш
ен

ию
 к 

ко
нт

ро
лю

пр
оц

ен
т и

зм
ен

ен
ий

 п
о 
от

но
ш
ен

ию
 к 

ко
нт

ро
лю

пр
оц

ен
т и

зм
ен

ен
ий

 п
о 
от

но
ш
ен

ию
 к 

ко
нт

ро
лю

пр
оц

ен
т и

зм
ен

ен
ий

 п
о 
от

но
ш
ен

ию
 к 

ко
нт

ро
лю

пр
оц

ен
т и

зм
ен

ен
ий

 п
о 
от

но
ш
ен

ию
 к 

ко
нт

ро
лю

пр
оц

ен
т и

зм
ен

ен
ий

 п
о 
от

но
ш
ен

ию
 к 

ко
нт

ро
лю

пр
оц

ен
т и

зм
ен

ен
ий

 п
о 
от

но
ш
ен

ию
 к 

ко
нт

ро
лю

пр
оц

ен
т и

зм
ен

ен
ий

 п
о 
от

но
ш
ен

ию
 к 

ко
нт

ро
лю

пр
оц

ен
т и

зм
ен

ен
ий

 п
о 
от

но
ш
ен

ию
 к 

ко
нт

ро
лю

пр
оц

ен
т и

зм
ен

ен
ий

 п
о 
от

но
ш
ен

ию
 к 

ко
нт

ро
лю

пр
оц

ен
т и

зм
ен

ен
ий

 п
о 
от

но
ш
ен

ию
 к 

ко
нт

ро
лю

пр
оц

ен
т и

зм
ен

ен
ий

 п
о 
от

но
ш
ен

ию
 к 

ко
нт

ро
лю

пр
оц

ен
т и

зм
ен

ен
ий

 п
о 
от

но
ш
ен

ию
 к 

ко
нт

ро
лю

пр
оц

ен
т и

зм
ен

ен
ий

 п
о 
от

но
ш
ен

ию
 к 

ко
нт

ро
лю

пр
оц

ен
т и

зм
ен

ен
ий

 п
о 
от

но
ш
ен

ию
 к 

ко
нт

ро
лю

пр
оц

ен
т и

зм
ен

ен
ий

 п
о 
от

но
ш
ен

ию
 к 

ко
нт

ро
лю

Рис. 1. 

Рис. 2. 

Рис. 3. 

Рис. 4. 



ДЕРМАТОВЕНЕРОЛОГИЯ / DERMATOVENEREOLOGY

12 Вестник медицинского института непрерывного образования / Том 3, выпуск № 4, 2023

ника Китайского). Установлено, что экстракт Angelica 
Sinensis стимулировал регенерацию нервов [8], осла-
блял невропатическую боль, связанную с гиперпро-
дукцией провоспалительных цитокинов (TNF-α, IL-1β,  
IL-6), а также гиперэкспрессией TRPV1(transient receptor 
potential cation channel subfamily V member 1) и p-ERK 
(phosphorylated extracellular signal-regulated kinase) в по-
врежденных нейронах [9]. Некоторые выводы показали, 
что инъекция Angelica при повреждении седалищного 
нерва улучшает восстановление мотонейронов через 
увеличение экспрессии BDNF и NGF [10]. Экстракт кор-
ня Дудника Даурского обеспечивал нейропротекцию и 
снижал воспаление за счет ингибиции синтеза TNF-α, 
IL-1β, IL-6, iNOS и циклооксигеназы-2 в LPS- активи-
рованной линии клеток микроглии [11]. В эксперимен-
те на крысах показан эффект Дудника Китайского как 
профилактического и лечебного средства при депрес-
сии, обусловленной хроническим стрессом. Установ-
лено, что действие осуществляется через активацию  
BDNF-опосредованного сигнального пути [2]. Прове-
денные in vitro исследования [1] позволили выявить сти-
мулирующее действие экстракта Angelica на пролифера-
цию шванновских клеток, экспрессию BDNF (мозговой 
нейротрофический фактор), NCAM (молекула адгезии 
нервных клеток), PCNA (ядерный антиген пролифери-
рующих клеток) белков.

Следует указать, что приведенные литератур-
ные данные в основном касаются Angelica Sinensis 
(Дудника Китайского), практически не встречающе-
гося на территории Российской Федерации. В отноше-

нии Дудника Амурского, широко распространенного 
на Дальнем Востоке, подобные исследования авторам 
неизвестны.

Таким образом, проведенное исследование, а 
также данные литературы позволяют характеризовать 
продукты растений рода Angelica как обладающие вы-
сокой нейропротекторной активностью, которая опо-
средована, в том числе, через регуляцию экспрессии 
нейротрофинов.

Конкретный механизм и основные эффекторные 
молекулы еще предстоит выявлять. Растения данного 
рода содержат широкий спектр биологически актив-
ных веществ: эфирные масла, сесквитерпеновые соеди-
нения, пинен, феландрен, гидрооксипентадекановая и 
метилмасляная кислоты, умбеллипренин, ксантоток-
син, остол, остенол, бергаптен, императорин, ангели-
цин, архангелицин, яблочную и ангеликовые кислоты, 
фитостерины, дубильные вещества. Однако уже сейчас 
известно значительное нейропротекторное действие 
ангелицина и бергаптена [12, 13].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведенное исследование показало высокую 

активность экстрактов Дудника Амурского и Дудни-
ка Китайского в отношении экспрессии основных ней-
ротрофических факторов — BDNF и NGF, что позволяет 
предположить высокую перспективность дальнейшего 
изучения данных препаратов как основы будущих фар-
мацевтических субстанций для лечения неврологической 
патологии.
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