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Лишайники благодаря своей дуалистической природе (симбиозу образующих их мико-
бионта и фикобионта) способны синтезировать уникальные вещества (вторичные метабо-
литы), обладающие широким спектром биологической активности. В работе представлены 
результаты исследования антиоксидантной активности лишайников Cladonia arbuscula 
(Waler), Cladonia rangiferina (L.), Evernia prunastri (L.) и Usnea barbata (L.), произрастающих 
на территории Республики Марий Эл, определено содержание некоторых макро- и микро-
элементов в образцах Cladonia arbuscula различного географического происхождения. 
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Введение. Лишайники (лихенезиро-
ваные грибы) являются эволюционно 
сформированным симбиотическим орга-
низмом между микобионтом (гриб) и фо-
тобионтом (водоросль и/или цианобакте-
рия). Благодаря данному симбиозу ли-
шайники обладают способностью расти в 
экстремальных условиях, таких как пу-
стыни, арктические пустыни и др. [1] и 
могут быть обнаружены практически во 
всех экосистемах (на почве, коре деревь-
ев, камнях, крышах и т. д.) [2]. В настоя-
щее время известно примерно 25 000 ви-
дов лишайников [1] и примерно 100 из 
них найдены только на территории Рос-
сийской Федерации [3]. 

Напочвенные лишайники, образуя гу-
стой покров, мешают прорастанию семян 
древесных растений [4, 5]. Кроме того, 
образуя вторичные метаболиты, они вли-
яют на функции почвенных микроорга-
низмов [5]. Таким образом, удаление 
напочвенных лишайников позволяет уси-
лить процесс естественного возобновле-
ния леса.  

Эпифитные лишайники, в свою оче-
редь, являются отходами вместе с пору-
бочными остатками во время валки дере-
вьев. Как эпифитные, так и напочвенные 
лишайники обладают широким спектром 
биологической активности, включая анти-
оксидантное [6–8], иммуномоделирующее 
[1, 7], солнцезащитное [8, 9], аллелопати-
ческое [4, 6–8], инсектицидное [6], абио-
тическое [7–12] и др. Известно также, что 
лишайники обладают высокой сорбцион-
ной способностью и могут накапливать 
различные микро- и макроэлементы в 
большом количестве [9]. Таким образом, 
заготовка лишайников в качестве сырья 
для получения биологически активных 
веществ может рассматриваться как до-
полнительное недревесное использование 
лесных ресурсов. 

Цель исследования – изучение анти-
оксидантной активности различных экс-
трактов из лишайников, произрастающих 
на территории Республики Марий Эл.  

Для достижения цели были поставле-
ны следующие задачи: 
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1) определить содержание микро- и 
макроэлементов в лишайниках, произрас-
тающих на территории Республики Марий 
Эл; 

2) получить экстракты из лишайников 
методами экстракции в аппарате Сокслета 
и мацерации; 

3) определить общую антиоксидант-
ную активность экстрактов химическим 
методом; 

4) определить общее содержание фе-
нолов в экстрактах химическим методом; 

5) определить способность экстрактов 
защищать клетки от вредного воздействия 
реактивных форм кислорода на биологи-
ческой модели. 

Объекты и методы. Объектом дан-
ного исследования были выбраны лишай-
ники Cladonia arbuscula, Cladonia ran-
giferina, Evernia prunastri и Usnea barbata, 
произрастающие на территории Респуб-
лики Марий Эл. Для оценки пригодности 
использования лишайников в качестве ле-
карственного сырья был проведён количе-
ственный анализ 12 металлов в образцах 
лишайников Cladonia arbuscula. 

Материал для определения элементного 
состава был представлен образцами лишай-
ников C. arbuscula, отобранных с четырёх 
различных участков: болото Илюшкино, 
гарь (ПП1); Песчаный карьер (ПП2), 
окрестности оз. Глухое (ПП3) и Старожиль-
ское лесничество, культуры (ПП4) (рис. 1). 

Определение элементного состава. 
Образцы лишайников высушивали до аб-
солютно сухого состояния при температу-
ре 110 °С, измельчали, взвешивали и сжи-
гали в муфельной печи при температуре 
450 °С. Содержание элементов в золе 
определяли на атомно-абсорбционном 
спектрометре AAnalyst 400 (PerkinElmer, 
США), а пробоподготовку образцов про-
водили по типовым методикам 1, 2.  

Содержание элемента в образце оце-
нивали по формуле  

СЭ = СР VP МЗ / МН МС, (1) 
где СЭ – содержание элемента в сухом об-
разце, мг/кг; СР – концентрация элемента 
в растворе, мг/л; VP – объём раствора, в 
котором была растворена зола; МЗ – масса 
золы, г; МН – масса навески, г; МС – масса 
высушенного образца, г. 

 

 
Рис. 1. Места отбора проб лишайника C. arbuscula на карте Республики Марий Эл для определения  
содержания металлов в них: 1 – болото Илюшкино, гарь; 2 – Песчаный карьер; 3  – окрестности  

оз. Глухое; 4 – Старожильское лесничество, культуры 
 

 

1 Методика выполнения измерений валового содержания меди, кадмия, цинка, свинца, никеля, мар-
ганца, кобальта, хрома методом атомно-абсорбционной спектроскопии. М,: ФГУ ФЦАО, 2007. 20 с. 

2 Методы биогеохимического исследования растений / Под ред. А. И. Ермакова. Л.: Агропромиздат, 
1987. 450 с. 
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Экстракция БАВ. Экстракты лишай-
ников были получены несколькими мето-
дами: 

1) экстракция органическими раство-
рителями в аппарате Сокслета3. В каче-
стве растворителя использовали хлоро-
форм в соотношении 20 мл растворителя 
на 1 г лишайников. При этом выход экс-
трактивных веществ (% от воздушно-
сухой массы лишайников) из различных 
видов лишайников составил: E.prunastri – 
7,13 %; C.arbuscula – 4,78 %; C.rangiferina 
– 4,41 %; U.barbata – 4,36 %; 

2) мацерация4. Лишайники смешива-
ли с растворителем (гексан, дихлорметан 
и 60 % ацетонитрил, последовательно) в 
соотношении 1:8 (г:мл) и выдерживали 
24 ч. Через сутки смесь отфильтровывали 
через бумажный фильтр и выпаривали. 
Затем проводили повторную экстракцию. 
Методом мацерации были получены экс-
тракты из лишайников E.prunastri и 
C.arbuscula, выход экстрактивных ве-
ществ составил: гексановый экстракт из 
E.prunastri (EprHex) – 2,73 %; дихлорме-
тановый экстракт из E.prunastri (EprDCM) 
– 3,80 %; ацетонитрильный экстракт из 
E.prunastri (EprACN) – 6,22 %; гексано-
вый экстракт из C.arbuscula (CarHex) – 
1,17 %; дихлорметановый экстракт из 
C.arbuscula (CarDCM) – 2,03 %; ацетонит-
рильный экстракт из C.arbuscula 
(CarACN) – 2,51 %. 

Определение антиоксидантной ак-
тивности экстрактов. Общую антиокси-
дантную активность экстрактов определя-
ли фосфомолибденовым способом [8]: 
0,2 мг сухого экстракта растворяли в 1 мл 
раствора, добавляли 3 мл фосфомолибде-
нового раствора и инкубировали при 
95 °С в течение 90 мин. Оптическую 
                                                 

3 Половинка М.П., Салахутдинов Н.Ф., Пан-
ченко М.Ю. Способ получения усниновой кисло-
ты. Пат. РФ 2317076, 2008. 

4 Лесиовская Е.Е., Саканян Е.И., Сафроно-
ва М.Ю., Виноградова Т.И., Витовская М.Л., Ива-
нова Л.А. Препарат ислацет для профилактики и 
лечения туберкулеза и способ его получения. Пат. 
РФ 2203081, 203. 

плотность измеряли на спектрофотометре 
при длине волны 695 нм. Антиоксидант-
ную активность экстрактов рассчитывали 
по отношению к аскорбиновой кислоте 
(АК) (оптическая плотность 1 мг экстрак-
та к 1 г АА (мг/г АА)). 

Общее содержание фенольных соеди-
нений определяли с использованием ме-
тода Фолина и Чокальтеу (ФЧ) [8]. Экс-
тракт был разбавлен до концентрации 
1 мг/мл, аликвоты по 0,5 мл смешивались 
с 2,5 мл реагента ФЧ (который предвари-
тельно разводили в 10 раз дистиллирован-
ной водой) и 2 мл NaHCO3 (7,5 %). После 
15 мин инкубирования при температуре 
45 °C измеряли оптическую плотность 
при 765 нм на спектрофотометре. Общее 
содержание фенолов было определено как 
эквивалент экстракта (мг) к галловой кис-
лоте (ГК) (мг/г ГА). 

Способность экстрактов защищать 
клетки от реактивных форм кислорода 
определяли с использованием клеточных 
культур кожи человека (HSKF). Для этого 
клетки стимулировали экстрактами 
(EprDCM, EprACN, CarHex и CarACN) в 
концентрации от 6,25 до 100 µг/мл и воз-
действовали на них 3% раствором переки-
си водорода (Н2О2), в качестве реактивной 
формы кислорода. Выживаемость клеток 
была измерена с использованием резазу-
рина через 24 ч. после стимуляции. Про-
цент выживаемости клеток рассчитывают 
по следующей формуле: 

% выживания = Ftestx100/Fcontrol, (2) 
где Ftest – интенсивность флуоресценции 
простимулированных клеток; Fcontrol –
 интенсивность флуоресценции не про-
стимулированных клеток (контроль). 

Расчёт способности экстрактов защи-
щать клетки от воздействия активных форм 
кислорода рассчитывался по формуле: 

АО = (%Н2О2+экстр) – (%Н2О2), (3) 
где % Н2О2+экстр – выживаемость клеток при 
их обработке перекисью водорода и экс-
трактами при различных концентрациях; 
% Н2О2 – выживаемость клеток при их об-
работке перекисью водорода. 
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Экспериментальные материалы обра-
батывались в пакете «Анализ данных», 
Microsoft Excel. 

Результаты и обсуждение 
Микро- и макроэлементный состав 

лишайников. Лишайники известны своей 
способностью адсорбировать металлы, в 
том числе тяжёлые [12–14]. Таким образом, 
количественное определение содержания 
металлов (микро- и макроэлементов) в ли-
шайниках, произрастающих на территории 
Республики Марий Эл, и их соответствие 
нормам ПДК (предел допустимых концен-
траций) являются очевидными. 

Результаты измерения содержания 
некоторых тяжёлых металлов в лишайни-
ках представлены на рис. 2 и 3. Содержа-
ние микро- и макроэлементов в лишайни-
ках различно. Причём данные показатели 
динамичны не только в образцах, собран-
ных с разных участков, но и внутри одно-
го участка (см. табл.).  

Анализ полученного материала пока-
зал, что из макроэлементов в лишайниках 
преобладает калий (2029,72 мг/кг). Также 
высоко содержание кальция (551,28 мг/кг), 

чуть в меньших количествах содержится 
железа (250,44 мг/кг) и марганца 
(95,78 мг/кг). 

Среди микроэлементов в наибольших 
количествах содержится цинк (16,08 
мг/кг), также высоко содержание меди 
(1,55 мг/кг), хрома (0,64 мг/кг) и стронция 
(0,54 мг/кг). 

Наблюдается незначительная вариа-
тивность содержания металлов как между 
образцами, собранными с разных мест, 
так и совокупности образцов с одного ме-
ста произрастания. Для всех образцов бы-
ли рассчитаны основные статистические 
показатели и коэффициент вариации (см. 
табл.). 

В целом содержание металлов в ли-
шайниках однородно (V = 11,79 – 20,88 %), 
но имеются исключения, что можно наблю-
дать на содержании никеля (V=80,45 %), 
хрома (V=54,59 %), кальция (V=43,77 %) и 
железа (V=41,47 %) (см. табл.). Вариабель-
ность содержания никеля, хрома, кальция и 
железа в образцах (высокий коэффициент 
вариации) можно объяснить различными 
техногенными условиями.  

 
 

Статистические параметры содержания микро- и макроэлементов  
в лишайнике Cladonia arbuscula 

 

Элемент X ср S2 S min max V, % 

K 2029,72 114439,24 338,29 1684,80 2450,37 16,7 
Ca 551,28 58223,10 241,29 203,03 759,27 43,8 

Fe 250,44 10787,28 103,86 129,33 359,67 41,5 
Mn 95,78 365,33 19,11 68,85 114,03 20,0 
Pb 0,59 0,01 0,09 0,47 0,68 14,9 

Cd 0,11 0,00 0,02 0,09 0,13 15,2 
Sr 0,54 0,01 0,08 0,48 0,66 15,4 
Co 0,14 0,00 0,03 0,11 0,17 18,6 

Cr 0,64 0,12 0,35 0,32 1,10 54,6 
Ni 0,16 0,02 0,13 0,04 0,33 80,4 
Cu 1,55 0,10 0,32 1,31 2,02 20,9 

Zn 16,08 3,59 1,90 13,58 18,10 11,8 
 
Примечание: S2 – дисперсия; S – среднеквадратичное отклонение; min – минимум; max – макси-

мум; V, % – коэффициент вариации. 
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Рис. 2. Содержание макроэлементов в лишайнике C. arbuscula, в зависимости  

от местопроизрастания: ПП1 – болото Илюшкино, гарь; ПП2 – Песчаный карьер;  
ПП3 –окрестности оз. Глухое; ПП4 – Старожильское лесничество, культуры 

 

 
Рис. 3. Содержание микроэлементов в лишайнике C. arbuscula, в зависимости от местопроизрастания: 

ЛБИГ – болото Илюшкино, гарь; ЛП – Песчаный карьер; ЛГ – окрестности оз. Глухое;  
ЛСК – Старожильское лесничество, культуры 

 
 

Антиоксидантная активность. Извест-
но, что фенольные соединения обладают ан-
тиоксидантными свойствами, в основном за 
счёт их восстановительной способности, ко-
торая играет важную роль в поглощении и 
нейтрализации свободных радикалов и ак-
тивного кислорода [15]. Антиоксидантная 

активность лишайников была определена 
методом, основанным на восстановлении 
VI-валентного Мо до V-валентного в пере-
счёте на аскорбиновую кислоту (АA), общее 
содержание фенолов было определено в пе-
ресчёте на галловую кислоту (GA), резуль-
таты представлены на рис. 4. 
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Рис. 4. Общая антиоксидантная активность и содержание фенолов экстрактов лишайников 
 

Наибольшей антиоксидантной актив-
ностью обладают экстракты из лишайника 
C.rangiferina (298 мг/г АК) и U.barbata 
(206 мг/г АК). Значительная разница в со-
держании фенолов в экстрактах наблюда-
ется в зависимости от используемого рас-
творителя: так при экстрагировании хло-
роформом содержание фенолов в экстрак-
тах из U.barbata, C.arbuscula, E.prunastri и 
C.rangefirina составило 401 мг/г ГК, 285; 
244; и 234 мг/г ГК, соответственно. Тем не 
менее, высокое содержание фенолов в хло-
роформном экстракте из C.arbuscula пока-
зало сравнительно незначительную анти-
оксидантную активность (171 мг/г АК).  

В целом показатели как антиокси-
дантной активности, так и содержания 
фенолов в хлороформных экстрактах зна-
чительно выше, чем показатели экстрак-
тов, полученных мацерацией. Наиболее 
низкие показатели антиоксидантной ак-
тивности и содержания фенолов были об-
наружены для экстрактов из E.prunastri, 
полученных мацерацией. 

Полученные результаты показывают 
прямую высокую корреляционную зави-
симость между фенольным содержанием 

экстрактов и общими антиоксидантными 
свойствами (R=0,71). 

Данные, полученные химическими 
методами, отображают свойства экстрак-
тов с химической точки зрения, но не по-
казывают их влияние на биологические 
системы и они не всегда точно могут 
отобразить поведение вещества в ней. 

Несмотря на то, что живые системы 
способны защищать себя от вредного воз-
действия реактивных форм кислорода, пе-
реизбыток их в клетке/ткани может при-
вести к серьёзным последствиям [16], в 
том числе к канцерогенезу [17]. Перекись 
водорода (Н2О2) – основная реактивная 
форма кислорода, способная разрушать 
клетки и ткани [16]. 

С использованием какой-либо биоло-
гической модели (клетки/ткани) в услови-
ях in vitro можно добиться более точных 
результатов. Таким образом, для данного 
исследования была предложена модель 
клеток кожи (фибробластов) с обработкой 
их перекисью водорода (как реактивной 
формы кислорода) и экстрактов из ли-
шайников (как потенциальных антиокси-
дантов). 
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Рис. 5. Гистограмма способности экстрактов лишайников защищать клетки от воздействия активных 

форм кислорода 
 
Для этого клетки фибробластов куль-

тивировались в микротитровальных 
планшетах с добавлением 3 % перекиси 
водорода в каждую ячейку. Клетки фиб-
робластов стимулировали отдельно экс-
трактами, отдельно перекисью водорода и 
экстрактами в различных концентрациях, 
ранжированных от 6,25 до 100 µг/мл, с 
добавлением 3 % перекиси водорода. По-
ложительная разница между выживаемо-
стью при стимулировании клеток экстрак-
тами с Н2О2 и выживаемостью клеток при 
их стимулировании Н2О2 говорит о про-
текционной активности экстракта к вред-
ному воздействию перекиси водорода. На 
рис. 5 показаны результаты протекцион-
ной способности экстрактов. 

Из гистограммы видно, что пролифе-
рация клеток при их одновременной обра-
ботке Н2О2  и EprACN в низких концен-
трациях выше в сравнении с пролифераци-
ей клеток, подвергшихся только воздей-
ствию Н2О2, т. е. данный экстракт защища-
ет клетки от вредного воздействия переки-
си водорода. Остальные экстракты, кроме 
гексанового экстракта из C. arbuscula при 
концентрации 6,25 μг/мл, не показали ни-
какой протекционной активности.  

Данные in vitro модели значительно 
отличаются от показателей антиоксидант-
ной активности, полученных биохимиче-
ским путём. Это можно объяснить слож-
ностью биологических систем. Воздей-
ствие в клетках происходит не напрямую, 
как при биохимическом анализе, а через 
различные пути взаимодействия. По-
видимому, только ацетонитрильный экс-
тракт из E. prunastri способен активиро-
вать сигнальные пути, вовлечённые в 
процесс клеточной защиты.  

Выводы. Определено содержание 
макро- и микроэлементов в лишайнике 
Cladonia arbuscula. Из макроэлементов в 
значительном количестве обнаружены 
калий, кальций, железо и марганец. 
Концентрация как макро-, так и 
микроэлементов не превышает ПДК. 

Наибольшую антиоксидантную актив-
ность среди исследуемых образцов 
показал хлороформный экстракт из 
Cladonia rangiferina. Также высокой 
антиоксидантной активностью обладают 
экстракты лишайников Usnea barbata и 
Cladonia arbuscula, полученные в 
аппарате Сокслета с использованием 
хлороформа в качестве растворителя. Об-
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щее содержание фенольных соединений в 
экстрактах было установлено в пределах 
230 – 400 мг-эквивалент галловой кисло-
ты / г экстракта. При этом максимальное 
содержание фенолов было обнаружено в 
экстракте из U.barbata.  

Несмотря на незначительные резуль-
таты антиоксидантной активности экс-
трактов из E.prunastri на биохимических 
моделях, ацетонитрильный экстракт пока-
зал протекционную активность от вредно-

го воздействия реактивных форм кисло-
рода на биологической модели.  

Лишайники, произрастающие на тер-
ритории Республики Марий Эл, показыва-
ют высокую антиоксидантную активность, 
при этом содержание металлов в них не 
превышает норм ПДК. Таким образом, при 
дальнейших более детальных исследовани-
ях они могут быть рассмотрены в качестве 
перспективного растительного объекта для 
фармацевтической промышленности. 
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ABSTRACT 
 

Introduction. Lichens are an evolutionary formed symbiotic organism between a mycobiont 
and a photobiont. About 600 unique lichen ingredients have been identified so far. Some of lichen in-
gredients are reported to possess a broad spectrum of pharmacological activities, related to its anti-
oxidant properties. In the Russian Federation, the lichens possess  a high biological activity, but they  
are the waste while  in forestry, unfortunately. So, the aim of the study is a screening of different li-
chens for their ability to absorb metals and lichen extracts for the antioxidant activity. To achieve  
the purpose, the following  methods were used. The content of micro- and macro elements was 
measured by an atomic absorption spectroscopy. For the extraction, two methods were used: extrac-
tion by Soxhlet apparatus for 4 hours with chloroform as a solvent and maceration for 24 hours with 
hexane, dichloromethane and acetonitrile (consequently) as solvents. The antioxidant activity was 
distinguished with the measuring of the phospho-molybdenum solution color change. Data was ex-
pressed as milligrams extract equivalent to grams of gallic acid (mg/g GA) averaged from 3 or more. 
The total phenols content of the extracts was evaluated by Folin-Ciocalteu method. Data was calcu-
lated as milligrams of extract equivalent to grams of ascorbic acid (mg/g AA) averaged from 3 or 
more. The ability of extracts to protect cells from reactive forms of oxygen was tested using cell line 
(human skin fibroblasts) stimulated with extracts and H2O2. The protection ability was calculated 
like difference between viability of the cells treated with extract and H2O2 and viability of the cells 
treated with H2O2. Results. Among macroelements, potassium, calcium and iron are found in signifi-
cant quantity. Manganese does not exceed the maximum concentration limit (MCL). The content of 
microelements is insignificant and does not exceed the MCL. All of fractions from Cladonia arbuscu-
la showed significantly high antioxidant activity. Antioxidant activity of E.prunasrti is quite less. But 
the acetonitrile extract from E. prunastri comparing to other tested extracts shows ability to protect 
cells from reactive forms of oxygen (H2O2). Conclusion. Extracts from lichens of Mari El region 
show antioxidant activity in vitro. Moreover, micro- and macroelements content of lichens does not 
exceed the MCL. So, screening of broad biological activity with depth investigations of the different 
modes of action is required for drug development.  
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