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СЕЗОННАЯ ДИНАМИКА СОДЕРЖАНИЯ ПОЛИСАХАРИДОВ В СЫРЬЕ
REYNOUTRIA JAPОNICA.

Ключевые слова: водорастворимы полисахариды, пектиновые вещества, гемицеллюлоза,  Reynoutria japоnica, сезонная динамика, органы растения 

Введение Основной массой органического вещества на планете являются полисахариды, из которых большая часть сухого веса наземных растений приходится на полисахариды, обеспечивающие скелетные функции организма и клеток – целлюлозу, гемицеллюлозу и пектиновые вещества. Еще одна важнейшая функция полисахаридов – обеспечение энергетического запаса растительных организмов, путем перехода в моносахариды. 
Сложный комплекс химических соединений, содержащийся в растениях, как правило, проявляет широкий спектр биологической активности, оказывая многостороннее действие на организм человека. Биологическая активность полисахаридов растений зависит от состава, строения и величины молекулярной массы. К биодоступным полисахаридам относят углеводы класса водорастворимые полисахариды (ВРПС) и пектиновых веществ (ПВ), так как именно они играют наиболее важную роль в развитии растения, а также отвечают за специфическую биологическую активность препаратов, получаемых из лекарственного сырья. 
В частности, для водорастворимых полисахаридов установлены гепатопротекторные, антигипоксические, сорбционные свойства. Упомянутые соединения проявляют иммуномодулирующие, гиполипидемические, противовоспалительные свойства, оказывают противоопухолевое и пребиотическое действие, при этом рядом исследований показан очень низкий уровень токсичности, либо отсутствие таковой [1].
Сочетание малой токсичности полисахаридов наряду с проявлением высокой биологической активности, наличие огромной сырьевой базы - все это открывает широкие возможности дальнейшего их практического применения. Постоянно возрастающая потребность общества в биологически активных веществах, широко используемых в медицине, фармакологической и пищевой отраслях обуславливает поиск новых источников их получения. 
Одним из перспективных видов растений с точки зрения получения биологически активных веществ, в частности полисахаридов, является Reynoutria japonica Houtt (Polygonaceae). – Рейнутрия японская.
Reynoutria japonica – многолетнее  травянистое  растение с мощным ползучим ветвистым корневищем. Стебли многочисленные, высотой 1-3 м и более, полые, прямостоячие, вверху ветвистые и часто дуговидно изогнутые, внизу обычно с красноватыми пятнами или штрихами (рис. 1). 
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Рис. 1. Рейнутрия японская (Reynoutria japonica (Houtt.))
Листья черешковые, листовая пластинка широко-яйцевидная или овальная, голая или по краю и снизу по жилкам покрыта бугорками, сверху темно-зеленая, снизу заметно светлее, во второй половине вегетационного сезона кожистая, верхушка листа треугольная, сильно оттянутая, основание усеченное или широко клиновидное, часто несколько неравнобокое. Длина листьев на главном побеге до 15-30 см, ширина примерно в 1,5 раза меньше, на боковых побегах листья мельче. 
Естественный ареал R. japonica – Восточная Азия: юг Приморья, Южные Курилы, Южный Сахалин, Корея, Япония, большая часть Китая, Тайвань [4-6]. В Корее и Японии растения описаны под названием R. forbesii (Напсе) Yamazaki. 
Произрастает рейнутрия на открытых солнечных местах на холмах, горах, вдоль дорожных откосов и кюветов. Другие типичные места обитания - долины рек, луга и пастбища. В Японии рейнутрия ‒ пионерный вид зарастания вулканических пустынь, произрастающий от уровня моря до высоты 1500 м, который растет также по открытым участкам с обнаженной почвой, вдоль дорог [7] В Китае рейнутрия растет по горным склонам и долинам [6].
Достаточно хорошо изучен комплекс фенольных компонентов растений рода рейнутрия (Reynoutria Houtt.), в составе растений обнаружены: стильбены, резвератрол (3,5,4–тригидроксистильбен) [8], лигнаны, кумарины, фенол-карбоновые кислоты и их производные, катехины, бензофураны, нафта- и антрохиноны [11], пицеид и фураны (2,3-дигидро - 2- (4'  - O - β – D - глюкапиранозил - 3 ' - метокси-фенилl) - 3-гидроксиметил - 5-(3- гидроксипропил)-7-метоксибензофуран),2,6-диметокси-p-гидрохинон-1-O-β-D- глюкопиранозид [8]. По данным П. А. Якимова [12], виды рода рейнутрия содержат значительное количество танинов в сырье – их содержание в листьях достигает 5-6%. Исследование флавоноидного состава Reynoutria japonica, произрастающей в условиях Приморского края, показало, что в экстрактах ее листьев содержится не менее 11 соединений флавоноидной природы, в том числе. рутин [13]. 
Сведений об исследовании полисахаридного комплекса у представителей данного вида нами не выявлено.
По данным ряда авторов, биологически активные вещества, содержащиеся в растениях рода рейнутрия, имеют широкий спектр действия на растительные организмы. Показано применение экстракта Reynoutria sachalinensis (Fr. Schmidt) Nаkаi в качестве активатора прорастания семян бобов [14],  экстракт из  R. sachalinensis, выпускаемый под торговой маркой «Milsana», оказался эффективным средством борьбы с мучнистой росой томатов [15]. Водный экстракт R.  japonica, произрастающей в Приморье, оказывает протективное действие на посадочный материал, усиливает реализацию потенциальных возможностей растения, активизирует физиологические и биохимические процессы, как в прорастающем семени, так и в развившемся из него растении, что проявляется в увеличении энергии прорастания, повышении декоративности растений и преодолении токсического эффекта комплекса урбанистических загрязнителей [12]. Концентрат, содержащий Fallopia convolvulus (L.) обладает геропротекторной активностью, причем общее содержание флавоноидов в нем составляет более 5% [16]. 
В странах Восточной Азии R. japonica активно используется в медицине, традиционное название растения в Японии «itadori», что означает «отнять боль».  В экспериментах на животных выявлены жаропонижающее, болеутоляющее, ульцеропротекторное и противоопухолевое действия [17]
В Японии растение широко употребляется в пищу в качестве овоща аналогично ревеню или спарже. При этом используют как дикорастущие  популяции, так и специально культивируемые растения [18] 
Целью настоящей работы является изучение динамики накопления полисахаридов в органах R.  japonica в течение вегетационного цикла.
	Экспериментальная часть
Объектом исследования является воздушно-сухое сырье R. japonica, (syn.: Polygonum cuspidatum Siebold et Zucc., non Willd. ex Sprengel; Fallopia japonica (Houtt.) Ronce Deer.; Pleuropterus cuspidatus (Siebold et Zucc.) H. Gross, Tiniaria japonica (Houtt.) Hedberg) [2,3], заготовленное в Уссурийском районе Приморского края в различные фазы вегетации растения. Пробы сырья различных органов (лист, стебель, корень) отбирали во второй декаде месяца в период с мая по октябрь 2016 г. Сушку сырья проводили воздушно-теневым методом с последующим досушиванием до 12% влажности с помощью конвективной электросушки  при t= 40°С.
Для получения комплекса водорастворимых полисахаридов (ВРПС) использовали воздушно-сухой шрот сырья после предварительной экстракции полифенольных соединений. Навеску из 5 г воздушно-сухого шрота экстрагировали 100 мл воды при температуре 95 °С в течение 1 часа при постоянном перемешивании. Исчерпывающее извлечение полисахаридов проводили дважды в соотношении 1:10. Растительный материал отделяли центрифугированием, а объединенные экстракты упаривали до 1/5 первоначального объема. Полисахариды осаждали трехкратным (по отношению к извлечению) объемом 96 % этилового спирта при комнатной температуре. Осадок отфильтровывали, промывали этиловым спиртом, ацетоном, затем высушивали и взвешивали. 
Шрот, полученный после извлечения ВРПС, использовали для выделения пектиновых веществ. Сырье экстрагировали смесью 0,5% раствора щавелевой кислоты и 0,5% раствора оксалата аммония (1:1) в соотношении 1:20 при 85 °С в течение 2 часов. Исчерпывающее извлечение проводили дважды в соотношении 1:10, с последующим осаждением их 96% этанолом. Полученный осадок обрабатывали по вышеприведенной схеме.
Шрот, после извлечения ПВ, заливали 10% раствором NaOH и выдерживали при комнатной температуре в течении 12 часов, проводили его фильтрацию, к фильтрату добавляли уксусную кислоту в соотношении 1:2, получившийся осадок гемицеллюлозы А (ГцА) отфильтровывали. К фильтрату добавляли 96% этанол 1:2 для осаждения гемицеллюлозы Б  (ГцБ). Осадок пропускали через фильтр, промывали этанолом, высушивали [19].
Обсуждение результатов
В результате проведенных исследований из сырья органов R. japonica выделено 4 фракции полисахаридов: ВРПС, ПВ, ГцА. ГцБ, которые фиксируются во всех органах в течение всего периода наблюдений. 
Лист растения является одним из основных объектов в изучении экофизиологии вида, а в прикладном аспекте является сырьем для получения множества биологически активных веществ. Химический состав листьев в сравнении с другими органами наиболее богат и разнообразен, что объясняется их высокой метаболической активностью и значительным преобладанием в структуре листа клеток с живыми протопластами. 
Динамика накопления групп полисахаридов в сырье листьев R. japonicа в течение вегетационного периода представлена на рисунке 2. 

Рис. 2 – Динамика содержания полисахаридов в листьях R. japоnica 
(ордината – ПС в суховоздушном сырье, %; абсцисса – период отбора проб).
Начало вегетационного периода отмечается максимальным содержанием ВРПС в сырье листьев – 7,71%, далее наблюдается снижение соединений до 4,55% в июле с последующим увеличением до второго максимума в августе (7,38%) и резкое снижение до минимума в октябре (2,04%). В начальный период развития растений идет активное нарастание пластинки листа, и метаболиты, в том числе в значительной мере ВРПС, не экспортируются, а востребованы в качестве пластического и энергетического субстрата в строительстве листовых структур. Далее в фазе вегетации наблюдается понижение количества ВРПС до минимума, что, вероятно, связано с продолжением интенсивного роста растений на фоне завершения формирования фотосинтезирующих органов и, соответственно,  усилением транспорта ассимилятов  из листьев к потребляющим структурам.    Одновременно отмечается некоторое возрастание ПВ с 8,10 % в июне до 10,40% в августе, что, видимо, объясняется наступлением сухого периода лета, хорошо выраженного в центральных районах Приморского края. Известно, что удержание воды в клетке  является  одной из функций ПВ. ВРПС после минимума в июле, наращивают количественное содержание к фазам бутонизации и цветения в августе - сентябре в качестве резерва для последующего плодоношения. В конце вегетации количество как ВРПС, так и ПВ резко снижается до минимальных значений 2,04 % и 3,85 % соответственно, за счет перераспределения веществ в запасающие корневые структуры и усыханием наземной части растения. 
Гемицеллюлозы, или сшивочные гликаны, менее лабильны, особенно ГцА, чей количественный показатель практически не изменяется, незначительно возрастая (от 2,11% в мае до 2,62% в октябре) к концу сезона. В случае ГцБ наблюдается незначительный минимум содержания в июне (1,52%), что, возможно, объясняется повышенной влажностью этого месяца, и дальнейшее увеличение до 1,75-1,74 % во второй половине сезона. Наблюдаемая динамика вероятно вызвана перемещением растворимых соединений из листьев в запасающие структуры и сезонным усыханием надземной части растения. 

Рис. 3 – Динамика содержания полисахаридов в стеблях R. japоnica
(ордината – ПС в суховоздушном сырье, %; абсцисса – период отбора проб).
В сырье (рис.3) стеблей в течение вегетации наблюдается некоторое возрастание ВРПС и ПВ к середине вегетационного сезона с 4,15% до 7,58% в первом случае и с 12,70 до 14,17 во втором. Возможно, это связано с переходом растений в фазу бутонизации и формирования генеративных органов, в связи с чем возрастает потребность в энергетических и пластических веществах и усиливается транспортная роль стеблей.  К фазе усыхания, наступающей во 2-3 декадах октября, отмечается резкое снижение количества ВРПС до 0,6% и значительное, почти в 2 раза, количества ПВ (12,05% в сентябре, 6,8% в октябре). Сезонная частичная деструкция пектинов в водорастворимое состояние и отток метаболитов в запасающие ткани, видимо объясняют наблюдаемое явление. 
Количественное содержание гемицеллюлоз незначительно повышается сначала к концу вегетации от 2,78%  до 3,05%, в случае ГцА, и практически не изменяется (2,17%-2,27%) для ГцБ.  В июне для ГцБ зафиксировано снижение количественного содержания (2,00%), что, предположительно, объясняется, как и для сырья листьев, повышенной влажностью этого месяца.
Рассматривая динамику полисахаридов в сырье корневой части растения (рис.4), можно отметить подвижность групп ВРПС и ПВ, тогда как количественное содержание гемицеллюлоз в течении сезона практически не изменялось, принимая значения от 2,56% в мае до 2,62% в октябре для ГцА, и 1,52% до 1,66 для ГцБ.

Рис. 4 – Динамика содержания полисахаридов в корнях R. japоnica
(ордината – ПС в суховоздушном сырье, %; абсцисса – период отбора проб).
Содержание ВРПС в сырье  корней R. japonica имеет более сложную динамику: первый небольшой максимум в июне - 7,15%, что, возможно объясняется активным ростом корневых структур, после достаточного прогрева почвы, далее по сезону отмечаются минимальные значения: от 4,5% в июле, до 5,45% в сентябре, что совпадает с фазами «бутонизация – цветение - начало плодоношения»,  и соответствующими изменениями содержания ВРПС в листьях и стебле. К фазе «усыхание» отмечается значительное возрастание концентрации соединений до 14,75% в октябре.   
Так же достаточно выраженная динамика по сезону наблюдается в случае ПВ. После минимальных значений в начале сезона (8,30%), количество ПВ возрастает, показывая значения, близкие к 12% с июля по сентябрь, и достигая 15,70 % в октябре. 
Как указано выше, гемицеллюлозы корня в сезоне практически не проявляют подвижности, показывая стабильные значения.
Наблюдаемое для  R. japonica запасание сахаров в зимующих органах к концу вегетации и снижение уровня в отмирающих отмечается для многих растений, и, как известно, устойчивость растений в зимний период определяется накоплением запасных веществ, большей частью ВРПС и ПС, в зимующих органах. Предполагается, что протекторное действие сахаров выражается в предотвращении свертывания белков протоплазмы при пониженных температурах. Следует отметить, что большее содержание ВРПС повышает осмотическое давление клеточного сока и тем самым усиливает устойчивость растения к холодовым воздействиям [10, 11,  20, 21, 22].
Химический состав R. japonica изучен недостаточно и односторонне. Исследованы преимущественно вторичные метаболиты фенольного комплекса, тогда как сведений об углеводном составе практически не обнаружено, хотя данная группа соединений играет значимую роль в экофизиологии растения и проявляет выраженную физиологическую активность. Проведенные исследования позволили установить динамику количественного содержания групп полисахаридов в органах R. japonica на протяжении всего периода вегетации растения. Выраженную подвижность в течение вегетативного сезона проявляют количественные показатели ВРПС и ПВ. Содержание ГцА и ГцБ характеризуется стабильностью и в течение сезона изменяется незначительно.
Выводы: 
Углеводный комплекс R. japonica представлен гемицеллюлозой, биологически активными водорастворимыми полисахаридами и пектиновыми веществами 
Распределение, динамика содержания полисахаридов органоспецифичны и изменяются в течение сезона.
Полученные результаты позволяют установить научно обоснованные сроки заготовки сырья для эффективного практического использования.  

Аннотация
Изучена динамика накопления водорастворимых полисахаридов в различных органах Reynoutria japоnica Hout (Polygonaceae) (заготовленного в Уссурийском районе Приморского края в различные фазы вегетации. В результате проведенных исследований из сырья органов R. japonica выделено 4 фракции полисахаридов: водорастворимые полисахариды, пектиновые вещества, гемицеллюлоза А и Б, которые фиксируются во всех органах растения в течение периода наблюдений.
Химический состав R. japonica изучен недостаточно и односторонне. Исследованы преимущественно вторичные метаболиты фенольного комплекса, тогда как сведений об углеводном составе практически не обнаружено, хотя данная группа соединений играет значимую роль в экофизиологии растения и проявляет выраженную физиологическую активность. Проведенные исследования позволили установить динамику количественного содержания групп полисахаридов в органах R. japonica на протяжении всего периода вегетации растения. Выраженную подвижность в течение вегетативного сезона проявляют количественные показатели водорастворимых полисахаридов  и пектиновых веществ. Содержание гемицеллюлозы А и Б  характеризуется стабильностью и в течение сезона изменяется незначительно.
Полученные результаты позволяют установить научно обоснованные сроки заготовки сырья для эффективного практического использования.  
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