
Ку ль ту ра кле ток вы сших рас те ний тра ди ци -
он но рас смат ри ва ет ся как уни ка ль ная эк с пе ри мен -
та ль но со здан ная био ло ги че ская си с те ма, пред -
став ля ю щая со бой ге те ро ген ную по пу ля цию де -

диф фе рен ци ро ван ных кле ток [1]. В био тех но ло -
гии ис по ль зо ва ние ку ль ту ры кле ток рас те ний in
vit ro пред став ля ет со бой эф фек тив ный спо соб по -
лу че ния эко ло ги че ски чис то го во зоб нов ля е мо го
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По лу че ние и ха  рак  те  ри ст и ка к ал лус  ных и  сус п ен зи о н ных
ку л ь тур кле то к яко р цев сте  лю  щих ся  Tri bu  lus te r  res t  r i s  L .  —
про ду цен  та ст е ро ид  ных г ли ко з и дов

По лу че ны кал лус ная и сус пен зи он ная куль ту ры кле ток Tribulus terrestris L. — цен -
но го ле кар с т вен но го рас те ния, про ду ци ру ю ще го сте ро ид ные гли ко зи ды. Се ме на
T. terrestris, рас те ния аме ри кан с кой по пу ля ции, были ис поль зо ва ны в ка чес т ве эк с -
план тов. Ис с ле до ва ны за ко но мер нос ти по лу че ния куль тур кле ток это го вида рас те -
ний, а так же рос то вые и би о син те ти чес кие ха рак те рис ти ки по лу чен ных ли ний. По -
ка за но, что оп ти маль ной сре дой для по лу че ния кал лус ной куль ту ры кле ток и ее вы -
ра щи ва ния яв ля ет ся сре да MS, со дер жа щая 2,0 мг/л 2,4-Д и 1,0 мг/л БАП. Сус пен зи -
он ная куль ту ра кле ток, по лу чен ная на жид кой сре де того же сос та ва, ха рак те ри зу ет -
ся вы со ки ми рос то вы ми ха рак те рис ти ка ми (мак си маль ное на коп ле ние су хой би о -
мас сы — до 13 г/л, удель ная ско рость рос та в эк с по нен ци аль ной фазе — 0,24 сут–1,
эко но ми чес кий ко эф фи ци ент — 0,39), ко то рые сох ра ня ют ся в про цес се дли тель но -
го суб куль ти ви ро ва ния (бо лее двух лет). Осу щес т в ле но вы ра щи ва ние по лу чен ной
куль ту ры кле ток в би о ре ак то ре ла бо ра тор но го объ е ма в по луп ро точ ном ре жи ме.
Про ве ден скри нинг по лу чен ных куль тур кле ток на со дер жа ние сте ро ид ных гли ко зи -
дов. В кал лус ных куль ту рах сте ро ид ные гли ко зи ды об на ру же ны не были. В сус пен -
зи он ной куль ту ре кле ток ме то да ми ТСХ и UPLC ESI MS по ка за но на ли чие фу рос та -
но ло вых гли ко зи дов, ко ли чес т во ко то рых уве ли чи ва ет ся по мере вы ра щи ва ния куль -
ту ры. По лу чен ные ре зуль та ты сог ла су ют ся с ги по те зой об ав то се лек ции кле ток, со -
дер жа щих со е ди не ния, спо соб с т ву ю щие про ли фе ра ции кле ток in vitro.

Клю че вые сло ва: кал лу со ге нез, сте ро ид ные гли ко зи ды, сус пен зи он ная куль ту ра кле ток, якор цы сте лю щи е ся, Tribulus
terrestris L.
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Хан ды Ма рия Те ренть ев на, Коч кин Дмит рий Вла ди ми ро вич, То ми ло ва Свет ла на Вя чес ла вов на, Га ли шев Бо рис Алек сан д ро -
вич, Су ха но ва Еле на Сер ге ев на, Клю шин Ан д рей Ген на дь е вич, Ива нов Игорь Ми хай ло вич, Но сов Алек сандр Ми хай ло вич.

Спи сок со кра ще ний: БАП — 6-бен зи ла ми но пу рин; 2,4-Д — 2,4-дих лор фе нок си ук сус ная кис ло та; НУК — -на фти лук сус ная
кис ло та; ТСХ — тон ко слой ная хро ма тог ра фия; UPLC ESI MS — уль т ра эф фек тив ная жид ко ст ная хро ма тог ра фия с масс-спек -
тро мет ри че ским де тек ти ро ва ни ем при иони за ции элек т ро рас пы ле ни ем.

* Ав то р для пе ре пи с ки.



рас ти те ль но го сы рья с вы со ким со дер жа ни ем це -
ле вых био ло ги че ски-ак тив ных ве ществ не за ви си -
мо от кли ма ти че ских и по год ных усло вий. При на -
ли чии вы со ко эф фек тив но го штам ма-про ду цен та
эта тех но ло гия обес пе чи ва ет со зда ние ори ги на ль -
ных пре па ра тов, по лу че ние ко то рых на осно ве тра -
ди ци он но го сы рья не рен та бе ль но или не о су ще ст -
ви мо. В этом ас пек те пер с пек тив ной мо жет быть
ку ль ту ра кле ток ле кар ст вен но го рас те ния якор цев 
сте лю щих ся (Tri bu lus ter res t ris L.).

Из ве ст но, что эк ст рак ты из этих рас те ний
яв ля ют ся бе зо пас ным и эф фек тив ным сред ст вом
при ле че нии жен ской сек су а ль ной дис фун к ции, а
так же ис по ль зу ют ся в ка че ст ве аф ро ди зи а ка для
муж чин [2, 3]. Во дный эк ст ракт T. ter res t ris при на -
руж ном при ме не нии про яв ля ет ра но за жив ля ю -
щие свой ст ва [4]. Во мно гих ра бо тах по ка за но про -
ти во опу хо ле вое дей ст вие био ло ги че ски ак тив ных 
со е ди не ний якор цев; в ча ст но сти, во дный эк ст -
ракт Tri bu lus ssp. бло ки ру ет про ли фе ра цию и ин -
ду ци ру ет апоп тоз ра ко вых кле ток пе че ни че ло ве -
ка за счет ин ги би ро ва ния сиг на ль но го пути NF-kB
[5—7]. На осно ве ин так т но го рас те ния T. ter res t ris 
со здан ряд ле карств и бо лее два дца ти нут ри цев ти -
ков. В ча ст но сти, ле кар ст вен ные пре па ра ты Tri bes -
ta ne и Vi ta no ne ис по ль зу ют для ле че ния им по тен -
ции, а Tri bu sa po nins и Xin-САК Shu tong — для ле -
че ния сер деч но-со су ди стых за бо ле ва ний [8, 9]. В
на сто я щее вре мя вы пуск пре па ра тов Tri bes ta ne и
Tri bu sa po nins прак ти че ски пре кра щен из-за от сут -
ст вия сы рья.

Уста нов ле но, что в бо ль шин ст ве слу ча ев
био ло ги че ская ак тив ность эк ст рак та якор цев обу -
слов ле на на ли чи ем об шир но го на бо ра сте ро ид ных
гли ко зи дов [6, 10, 11], основ ны ми аг ли ко на ми ко -
то рых яв ля ют ся ти го ге нин, не о ти го ге нин, ги то ге -
нин, не о ги то ге нин, ге ко ге нин, не о ге ко ге нин, ди ос -
ге нин, хло ро ге нин, ру с ко ге нин и сар са са по ге нин
[8]. Со став сте ро ид ных гли ко зи дов ин так т но го рас -
те ния за ви сит от аре а ла про из ра ста ния [12].

Есть све де ния о по лу че нии кал лус ных ку ль -
тур якор цев [13—16]. В од ной из ра бот по ка за но
на ли чие спи ро ста но ло вых гли ко зи дов в кал лу сах
Tri bu lus ter res t ris L. [14]. Со глас но ана ли зу до ступ -
ной ли те ра ту ры, сус пен зи он ная ку ль ту ра T. ter res t -
ris ра нее по лу че на не была. Си с те ма ти че ские ис -
сле до ва ния ку ль тур кле ток якор цев сте лю щих ся
до на сто я ще го вре ме ни так же не про во ди лись.

Та ким об ра зом, це лью на сто я щей ра бо ты
было по лу че ние кал лус ных и сус пен зи он ных ку ль -
тур кле ток T. ter res t ris, вы яс не ние за ко но мер но с -
тей кал лу со ге не за, а так же ис сле до ва ние ро с то -
вых и био син те ти че ских ха рак те ри стик по лу чен -
ных ку ль тур кле ток. 

УСЛО ВИЯ ЭК С ПЕ РИ МЕН ТА

В ка че ст ве эк с п лан тов были ис по ль зо ва -
ны се ме на рас те ния Tri bu lus ter res t ris L. аме ри кан -
ской по пу ля ции (Fo re ver Se eds Com pa ny, США).
Се ме на про мы ва ли де тер ген том твин-80 (Sig ma,
Гер ма ния) и сте ри ли зо ва ли 0,1%-ным рас тво ром
су ле мы (Sig ma) в те че ние 5 мин. По сле сте ри ли за -
ции ма те ри ал опо ла ски ва ли, а за тем трех крат но
от мы ва ли в те че ние 20 мин в сте ри ль ной ди с тил -
ли ро ван ной воде. По сле это го се ме на ис по ль зо ва -
ли в ка че ст ве эк с п лан тов, по ме щая их на ага ри зо -
ван ную пи та те ль ную сре ду.

Для эк с пе ри мен тов ис по ль зо ва ли сре ду
MS, при го тов лен ную по стан дар т ной про пи си
[17] с до бав ле ни ем гид ро ли за та ка зе и на (0,5 г/л)
(Merck, Гер ма ния), ино зи та (0,1 г/л) (Merck), 3%
са ха ро зы (Merck) и ага ра (0,5%) (Merck). Ис по ль -
зо ва ли 9 ва ри ан тов сред, раз ли ча ю щих ся по со ста -
ву ре гу ля то ров ро с та, в ка че ст ве ко то рых при ме ня -
ли -на фти лук сус ную кис ло ту (НУК) (Merck) в
кон цен т ра ции 0,2—2,0 мг/л, 2,4-дих лор фе нок си -
ук сус ную кис ло ту (2,4-Д) (Merck) в кон цен т ра ции 
1,0—2,0 мг/л, ки не тин (Merck) в кон цен т ра ции
0,15—1,0 мг/л и 6-бен зи ла ми но пу рин (БАП)
(Merck) в кон цен т ра ции 0,15—2,0 мг/л.

Ку ль ти ви ро ва ние про во ди ли в тем но те при
26. Цикл суб ку ль ти ви ро ва ния для кал лус ных ку -
ль тур кле ток со став лял 4 нед, для сус пен зи он ных
— 2 нед. Для вы ра щи ва ния кал лус ных ку ль тур ис -
по ль зо ва ли чаш ки Пет ри (d=60 мм), кал лус при пе -
ре се ве де ли ли на 4—6 ча с тей. Сус пен зи он ные ку -
ль ту ры кле ток вы ра щи ва ли в кол бах объ е мом 250
мл (30—40 мл сус пен зии в кол бе) на ка чал ке (100
об/мин). Для пе ре се ва применяли со от но ше ние
ино ку люм—све жая сре да, рав ное 1:10.

Ап па ра тур ное вы ра щи ва ние осу ще ст в ля -
ли в 7-лит ро вом ла бо ра тор ном био ре ак то ре фир -
мы New Brun s wick Sci en ti fic (ра бо чий объ ем 5 л),
с ме ха ни че ским пе ре ме ши ва ю щим устрой ст вом
типа «мор ской винт» (ско рость пе ре ме ши ва ния
200 об/мин). Для бар бо та жа ис по ль зо ва ли ори ги -
на ль ное то чеч ное аэри ру ю щее устрой ст во на
осно ве си ли ко но во го шлан га с мик ро от вер сти я -
ми; ин тен сив ность аэра ции со став ля ла 1,0 л/мин
(0,2 объ ем воз ду ха/объ ем сре ды/мин), тем пе ра ту -
ра ку ль ти ви ро ва ния 26о.

Для ха рак те ри сти ки сус пен зи он ных ку ль тур
опре де ля ли та кие па ра мет ры, как со дер жа ние су -
хой и сы рой био мас сы в 1 л сре ды, кон цен т ра цию
кле ток в сре де и жиз не спо соб ность ку ль ту ры.

Для опре де ле ния со дер жа ния сы рой и су -
хой био мас сы фик си ро ван ный объ ем сус пен зии
(не ме нее 15 мл в трех по втор но стях) фи ль тро ва ли 
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под ва ку у мом че рез бу маж ный фильтр с по мо щью
во рон ки Бюх не ра. Био мас су вы су ши ва ли до по -
сто ян ной мас сы в токе теп ло го воз ду ха при тем пе -
ра ту ре 30 [18].

Для под сче та кон цен т ра ции кле ток (Х) 0,5 мл
сус пен зии ин ку би ро ва ли с 2,0—2,5 мл 20%-но го
рас тво ра хро мо вой кис ло ты (Merсk) при 60 в те -
че ние 15—20 мин в за ви си мо сти от воз ра с та сус -
пен зии [19]. 

Жиз не спо соб ность ку ль тур кле ток опре -
де ля ли, ис по ль зуя при жиз нен ный кра си тель фе но -
саф ра нин (Merck) (0,1%-ный рас твор), пу тем под -
сче та жи вых (нео кра шен ных) и мер т вых (окра -
шен ных) ку ль ти ви ру е мых еди ниц под мик ро ско -
пом [20].

По по лу чен ным ре зу ль та там рас счи ты ва ли
па ра мет ры эф фек тив но сти ро с та ку ль ту ры: ин декс 
ро с та (I), уде ль ную ско рость ро с та в эк с по нен ци -
а ль ной фазе (µ), эко но ми че ский ко эф фи ци ент по
са ха ро зе (Y), вре мя уд во е ния (), про дук тив ность
по су хой био мас се (P).

Для рас че тов ис по ль зо ва ли сле ду ю щие
фор му лы [21]:

I = (Xmax – X0) / X0, 
где Xmax и X0 — мак си маль ное и на чаль ное зна че -
ния со дер жа ния сы рой или су хой би о мас сы в 1 л
сре ды, со от вет с т вен но;

 = (lnX2 – lnX1) / (t2 – t1), 
где X2 и X1 — со дер жа ние су хой би о мас сы в 1 л
сре ды в мо мен ты вре ме ни t2 и t1, со от вет с т вен но
(рас с чи ты ва ли для эк с по нен ци аль ной фазы рос та);

 = ln2 / ; 
Y = (Xmax — X0) / S, 

где Xmax и X0 —  см. выше, а S — на чаль ная кон -
цен т ра ция суб с т ра та (са ха ро зы) в сре де;

P — мак си маль ное зна че ние,
Pi = (Xi – X0) / (ti  – t0), 

где X0 и Xi — со дер жа ние су хой би о мас сы в на ча ле 
куль ти ви ро ва ния и в мо мент вре ме ни ti , со от вет с т -
вен но.

Ана лиз на ли чия в ис сле ду е мой ку ль ту ре
кле ток сте ро ид ных гли ко зи дов про во ди ли с по -
мо щью хро ма тог ра фии в тон ком слое си ли ка ге ля
(ТСХ) (см. ни же) и уль т ра эф фек тив ной жид ко ст -
ной хро ма тог ра фии с масс-спек тро мет ри че ским
де тек ти ро ва ни ем при иони за ции элек т ро рас пы ле -
ни ем (UPLC ESI MS).

Для при го тов ле ния проб бра ли по 100 мг
ли о фи ль но вы су шен ной био мас сы ку ль тур кле -

ток, эк ст ра ги ро ва ли 70%-ным (по объ е му) эти ло -
вым спир том (со от но ше ние био мас са—рас тво ри -
тель = 1:40 (мас са/объ ем) 3 раза по 30 мин при ком -
нат ной тем пе ра ту ре при дей ст вии уль т ра зву ка (УЗВ

«Сап фир», Рос сия). Объ е ди нен ные спир то вые эк -
ст рак ты упа ри ва ли до су ха под ва ку у мом (55°) и
рас тво ря ли в воде. По лу чен ный рас твор на но си ли 
на пат рон для твер до фаз ной эк ст рак ции Su pel c le -
an EN VI-18 (Su pel co, США). За тем пат рон по сле до -
ва те ль но про мы ва ли во дой и 70%-ным эти ло вым
спир том. Спир то вую фрак цию упа ри ва ли до су ха
и под вер га ли ана ли зу.

Для ана ли за ме то дом ТСХ очи щен ную
фрак цию гли ко зи дов рас тво ря ли в эта но ле (70%)
и 50 мкл по лу чен но го рас тво ра на но си ли на хро ма -
тог ра фи че скую пла с тин ку Ki e sel gel 60 (Merck).
Фу ро ста но ло вые гли ко зи ды элю и ро ва ли в си с те -
ме рас тво ри те лей хло ро форм—ме та нол—вода
(65:35:10 по объ е му). Хро ма тог рам мы про яв ля ли
ре ак ти вом Эр ли ха (1%-ный рас твор па ра ди ме ти л -
а ми но бен за ль де ги да (Merck) в сме си кон цен т ри -
ро ван ная со ля ная кис ло та (Merck)—ме та нол
(Merck) = 34:66 об/об) с по сле ду ю щим про гре ва -
ни ем пла с тин ки при 100о в те че ние 3—5 мин. При
этом фу ро ста но ло вые гли ко зи ды об на ру жи ва ют ся
в ви де пя тен крас но го цве та.

Для раз де ле ния спи ро ста но ло вых гли ко зи -
дов ис по ль зо ва ли си с те му эти ла це тат—ле дя ная
ук сус ная кис ло та—вода (32:9:9 по объ е му). Хро -
ма тог рам мы про яв ля ли 1%-ным рас тво ром ва ни -
ли на (Merck) в сме си эта нол—кон цен т ри ро ван -
ная сер ная кис ло та (Merck) (2:1 по объ е му).

Для про ве де ния UPLC  ESI  MS про бу рас тво -
ря ли в сме си аце то нит рил (Merck)—вода (50:50
по объ е му) и фи ль тро ва ли че рез ней ло но вой фильтр 
с по ра ми 0,2 мкм (Ac ro disc, Гер ма ния).

UPLC ESI MS про во ди ли на хро ма тог ра фе
Wa ters Aqu i ty UPLC (Wa ters, США). Про бу в объ е ме 
0,5 мкл на но си ли на ко лон ку AC QU I TY UPLC BEH
Phe nyl (502,1 мм, 1,7 мкм; Wa ters, Ир лан дия).
Тем пе ра ту ра ко лон ки со став ля ла 40°, объ ем ная
ско рость по то ка по движ ной фазы — 0,4 мл/мин. В 
ка че ст ве по движ ной фазы ис по ль зо ва ли 0,1%-ный
(по объ е му) рас твор му ра вь и ной кис ло ты (Merck)
в воде и 0,1%-ный (по объ е му) рас твор му ра вь и -
ной кис ло ты в аце то нит ри ле. Хро ма тог ра фи че -
ское раз де ле ние про во ди ли в ре жи ме гра ди ен т ной 
элю ции. В про цес се ана ли за со став по движ ной
фазы из ме ня ли сле ду ю щим об ра зом (кон цен т ра ция
аце то нит ри ла, об. %): 0—7 мин — 19%, 7—17 мин —
1935%, 17—23 мин — 3545%, 23—27 мин —
4555%, 27—33 мин — 5565%, 33—33,5 мин
— 6595%, 33,5—35 мин — 95%, 35—35,5 мин
— 9519%, 35,5—37 — 19%.
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Ана лиз осу ще ст в ля ли в ре жи ме де тек ции
по ло жи те ль ных ионов (диа па зон m/z 100—1200)
при сле ду ю щих па ра мет рах про цес са: тем пе ра ту -
ра ис точ ни ка иони за ции — 120°, тем пе ра ту ра де -
со ль ва ции — 250°, на пря же ние на ка пил ля ре —
3,0 кВ, на пря же ние на ко ну се вво да про бы — 30 В
и ско рость по да чи азо та (де со ль ва ци он ный газ) — 
600 л/ч.

РЕ ЗУ ЛЬ ТА ТЫ И ОБ СУЖ ДЕ НИЕ

В ре зу ль та те про ве ден ных эк с пе ри мен тов
по вли я нию раз лич ных ре гу ля то ров ро с та на кал -
лу со ге нез было уста нов ле но, что кал лус ные ку ль -
ту ры ис сле ду е мых ви дов якор цев фор ми ру ют ся
то ль ко на сре де, со дер жа щей 2,0 мг/л 2,4-Д и 1,0 мг/л 
БАП. Эф фек тив ность син те ти че ско го аук си на 2,4-Д
для ин дук ции кал лу со ге не за из якор цев бы ла опи -
са на и ра нее [14—16].

Пер вич ный кал лу со ге нез на чи нал ся не по -
сред ст вен но из се мян на 10-е сут ки ку ль ти ви ро ва -
ния без об ра зо ва ния кор ней и по бе гов. Ин тен сив -
ность кал лу со ге не за со ста ви ла 20%. По лу чен ные
кал лус ные ку ль ту ры ха рак те ри зо ва лись свет ло-
 жел тым цве том, рых лой струк ту рой и вы со кой сте -
пе нью овод не ния (рис. 1).

На сре де, со дер жа щей НУК и БАП, в пер -
вые не де ли ку ль ти ви ро ва ния на блю да ли об ра зо ва -
ние на се ме нах со ма ти че ских эм б рио и дов, ко то -
рые по ги ба ли ко 2-му—3-му пас са жу. Од на ко при
пе ре во де эм б ри о ген ных ку ль тур на сре ду, со дер -
жа щую в ка че ст ве аук си на  2,4-Д, из них так же
фор ми ро вал ся кал лус, близ кий по мор фо ло ги че -
ским ха рак те ри сти кам к кал лу сам, по лу чен ным
ис ход но на сре де с 2,4-Д и БАП. На оста ль ных ва -
ри ан тах ис по ль зу е мых сред ка кие-ли бо ро с то вые
про цес сы не вы яв ле ны.

В ре зу ль та те про ве ден ных ра бот была по лу -
че на кал лус ная ку ль ту ра кле ток якор цев сте лю -
щих ся T. ter res t ris, ко то рая со хра ня ла вы со кий ро с -
то вой по тен ци ал в те че ние бо лее чем 30 цик лов
суб ку ль ти ви ро ва ния (бо лее двух лет вы ра щи ва -
ния).

Для по лу че ния сус пен зи он ных ку ль тур кле -
ток в ка че ст ве эк с п лан та ис по ль зо ва ли 4-не де ль -
ную кал лус ную ку ль ту ру по сле 3-го цик ла вы ра -
щи ва ния. Око ло 30 г кал лус ных кле ток (по сы рой
био мас се) по ме ща ли в жид кую сре ду, ис по ль зу е -
мую для вы ра щи ва ния кал лу сов (МS, со дер жа щая 
2,0 мг/л 2,4-Д и 1,0 мг/л БАП), но без до бав ле ния
ага ра. Че рез 14 или 21 сут ку ль ти ви ро ва ния по лу -
чен ную пер вич ную сус пен зи он ную ку ль ту ру кле -
ток пе ре са жи ва ли с раз ной плот но стью (сте пень
раз ве де ния от 1:5 до 1:10) на све жую сре ду. К 5-му 

цик лу вы ра щи ва ния был опре де лен оп ти ма ль ный
ре жим суб ку ль ти ви ро ва ния: ис по ль зо ва ние 14-днев -
ной ку ль ту ры и сте пень ее раз ве де ния в 10 раз (3 мл 
ино ку лю ма на 30 мл све жей сре ды); на ча ль ная
плот ность ку ль ту ры при этом со став ля ла око ло
1,5 г су хой био мас сы на 1 л сре ды. По лу чен ная сус -
пен зи он ная ку ль ту ра кле ток име ла жел тый цвет,
со дер жа ла не бо ль шие аг ре га ты кле ток ме ри сте мо -
по доб но го типа, оди ноч ные па рен хи мо по доб ные
и уд ли нен ные клет ки, а так же гру ше вид ные клет -
ки с бо ль шим ко ли че ст вом крах ма ль ных зе рен
(рис. 2).

В те че ние 8-го цик ла вы ра щи ва ния был про -
ве ден ана лиз ро с то вых ха рак те ри стик по лу чен -
ной сус пен зи он ной ку ль ту ры кле ток T.ter res t ris.
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Рис. 1. Кал лус ная куль ту ра кле ток T. terrestris

Fig. 1. Callus culture of T. terrestris cells

Рис. 2. Сус пен зи он ная куль ту ра кле ток T. terrestris

Fig. 2. Suspension culture of T. terrestris cells



На рис. 3 при ве де на ди на ми ка ро с та ку ль ту ры кле -
ток в нор ма ль ной и по лу ло га риф ми че ской си с те -
мах ко ор ди нат. При ана ли зе пред став лен ных кри -
вых ро с та сле ду ет от ме тить от сут ст вие лаг-фа зы
при на ча ль ной плот но сти ку ль ту ры от 1,5 г/л по су -
хой мас се. Про из вод ные ро с то вые ха рак те ри сти -
ки при ве де ны в табл. 1, из ко то рой сле ду ет, что ку -
ль ту ру мож но от не с ти к хо ро шо рас ту щей (мак си -
ма ль ное на коп ле ние су хой био мас сы 13 г/л, ин декс 
рост I = 8,6, уде ль ная ско рость ро с та в эк с по нен ци -
а ль ной фазе по су хой био мас се — 0,24 сут–1, эко но -
ми че ский ко эф фи ци ент ~ 0,4, про дук тив ность по су хой 
био мас се — 1 г/л/сут). Сле ду ет от ме тить, что ку -
ль ту ра ха рак те ри зу ет ся ста би ль ным ро с том, не
сни жа ю щим ся в те че ние бо лее чем двух лет вы ра -
щи ва ния.

Ап па ра тур ное вы ра щи ва ние сус пен зи он ной
ку ль ту ры кле ток якор цев сте лю щих ся было про ве -
де но в био ре ак то ре (7-лит ро вый ла бо ра тор ный
био ре ак тор New Brun s wick Sci en ti fic) в по лу про -
точ ном ре жи ме с ме ха ни че ским пе ре ме ши ва ни ем.
Было про ве де но три цик ла вы ра щи ва ния; по лу -
чен ные ре зу ль та ты пред став ле ны на рис. 4. Из дан -
ных эк с пе ри мен тов сле ду ет, что ап па ра тур ное вы -
ра щи ва ние при ве ло к по вы ше нию ро с то вых ха рак -
те ри стик ку ль ту ры. Если при ку ль ти ви ро ва нии
сус пен зии кле ток в кол бах ин декс ро с та и уде ль -
ная ско рость ро с та по су хой мас се со став ля ли 8,6
и 0,24 сут–1, то к тре тье му цик лу вы ра щи ва ния в

био ре ак то ре эти по ка за те ли уве ли чи лись до 11,3 и 
0,38 сут—1, со от вет ст вен но (табл. 2). Вы со кие по -
ка за те ли ро с та ку ль ту ры кле ток в био ре ак то ре по
срав не нию с та ко вы ми в кол бах мо гут быть свя за -
ны с ин тен сив но стью аэра ции кле ток. Стро го до -
ка зать по доб ную за ко но мер ность до во ль но слож -
но, од на ко из ве ст но, что кон цен т ра ция рас тво рен -
но го кис ло ро да в про цес се ку ль ти ви ро ва ния в кол -
бах сни жа ет ся, а в био ре ак то ре под дер жи ва ет ся
на по сто ян ном уров не 10—15% [22].

Скри нинг эк ст рак тов кле ток кал лус ных ку ль -
тур ме то дом ТСХ не вы я вил в них сте ро ид ных гли -
ко зи дов.

При пред ва ри те ль ном фи то хи ми че ском ана -
ли зе эк ст рак тов из био мас сы пер вич ной сус пен зи -
он ной ку ль ту ры кле ток T. ter res t ris (3-й—6-й цик -
лы ку ль ти ви ро ва ния) ме то дом ТСХ ни спи ро ста -
но ло вые, ни фу ро ста но ло вые гли ко зи ды так же
об на ру же ны не были. Од на ко по втор ный ана лиз
че рез 6 мес вы ра щи ва ния (12-й—15-й цик лы вы -
ра щи ва ния) по зво лил об на ру жить фу ро ста но ло -
вые гли ко зи ды в ку ль ту ре кле ток якор цев сте лю -
щих ся; на хро ма тог рам мах были об на ру же ны 4
пят на ве ществ, да ю щих по ло жи те ль ную ре ак -
цию с ре ак ти вом Эр ли ха (рис. 5). При да ль ней -
шем вы ра щи ва нии сус пен зи он ной ку ль ту ры (бо -
лее двух лет) до ста точ но ста би ль ное об ра зо ва -
ние как ми ни мум двух фу ро ста но ло вых гли ко зи -
дов со хра ня лось.
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Рис. 3. Ди на ми ка рос та сус пен зи он ной куль ту ры кле ток T. terrestris при вы ра щи ва нии в кол бах объ е мом 250 мл в нор -
маль ной (a) и по лу ло га риф ми чес кой (b) сис те ме ко ор ди нат: 1 — чис ло кле ток, 105, кл/мл; 2 — сы рая мас са, г/л; 3 — су хая мас -
са 10, г/л; 4 — жиз нес по соб ность, %; 5 — су хая мас са, ln X/X0; 6 — сы рая мас са, ln X/X0; 7 — чис ло кле ток, ln X/X0 (X — те ку -
щие зна че ния па ра мет ра в цик ле куль ти ви ро ва ния, а X0 — на чаль ные зна че ния па ра мет ра в цик ле куль ти ви ро ва ния; на чаль ная
плот ность куль ту ры 1,5 г/л)

Fig. 3. Dynamics of T. terrestris suspension culture growth in flasks (250 mL) in a normal (a) and semi-logarithmic (b)
coordinate systems: (1), number of cells  105, cells/mL; (2), fresh cell weight, g/L; (3), dry cell weight  10, g/L; (4), vitality, %; (5), dry 
cell weight, ln X/X0; (6), fresh cell weight, ln X/X0; (7), number of cells, ln X/X0 (X is current value of the parameter during culturing
cycle, and X0 is starting value of the parameter; initial culture density is 1.5 g/L)



Для иден ти фи ка ции об на ру жен ных фу ро -
ста но ло вых гли ко зи дов был про ве ден UPLC ESI
MS-ана лиз эк ст рак та из био мас сы ку ль ту ры кле -
ток. По ка за но на ли чие пи ков двух основ ных со е -
ди не ний со вре ме нем удер жи ва ния 5,6 и 5,9 мин.
Ана лиз масс-спек тров по ло жи те ль ных ионов
этих со е ди не ний (табл. 3) по зво лил за клю чить,
что оба они име ют в ка че ст ве аг ли ко на ти го ге нин
(на ли чие ха рак тер но го иона с m/z 417) [23]. В по ль -
зу того, что об на ру жен ные два гли ко зи да от но сят -
ся к фу ро ста но ло во му ряду, сви де те ль ст ву ет на ли -

чие в их масс-спек т рах ин тен сив но го иона с m/z
1065, ко то рый со от вет ст ву ет про то ни ро ван ной мо -
ле ку ле гли ко зи да, по те ряв шей оста ток воды
([M-H2O+H]+). По доб ное яв ле ние ве сь ма ха рак -
тер но имен но для фу ро ста но ло вых форм сте ро ид -
ных гли ко зи дов, в мо ле ку лах ко то рых при сут ст ву -
ет ла би ль ная по лу аце та ль ная С22-OH груп па
[23]. Это пред по ло же ние под твер ж да ет так же при -
сут ст вие в масс-спек т рах обо их гли ко зи дов иона-
 ад дук та [M+Na]+ с m/z 1105. Ана лиз оско лоч ных
ионов (см. табл. 3) по ка зы ва ет, что оба ука зан ные
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Та б ли  ца  1
Tab le  1

Ро с то вые ха рак те ри сти ки сус пен зи он ной ку ль ту ры кле ток Tri bu lus ter res t ris 
при вы ра щи ва нии в кол бах
Pa ra me ters of growth ef fi ci en cy of Tri bu lus ter res t ris sus pen si on cul tu re 
in flasks

Ис ход ные па ра мет ры ро с та

Ini ti al pa ra me ters of growth
ef fi ci en cy

Про из вод ные па ра мет ры ро с та

De ri ved pa ra me ters of growth ef fi ci en cy

I
, сут–1

, day–1

, сут

, day

Mmax, г/л

Mmax, g/L
Y

P, г/л/сут

P, g/L/day

Кон цен т ра ция кле ток в сус пен зии
Cell concentration in suspension 

7,7 0,29 2,39

13,1 0,39 1,0
Сы рая би о мас са
Fresh cell weight

8,1 0,24 2,89

Су хая би о мас са
Dry cell weight

8,6 0,24 2,89

При ме ча ние: I — ин декс ро с та;  —  уде ль ная ско рость ро с та в эк с по нен ци а ль ной фазе ро с та;  — время уд во е ния; Mmax — мак -
си ма ль ное на коп ле ние су хой био мас сы; Y — эко но ми че ский ко эф фи ци ент; Р — про дук тив ность по су хой био мас се.
Fo ot no te: I — growth in dex;  — spe ci fic growth rate in ex po nen ti al growth pha se;  -  do ub ling time ; Mmax  - ma xi mum ac cu mu la ti on
of dry cell we ight; Y - eco no mi cal co ef fi ci ent; P — pro duc ti vi ty of dry cell we ight.

Рис. 4. Ди на ми ка рос та сус пен зи он ной куль ту -
ры кле ток T. terrestris при ап па ра тур ном вы ра щи ва нии 
в нор маль ной сис те ме ко ор ди нат: 1 — сы рая мас са, г/л; 
2 —су хая мас са  10, г/л; 3 — жиз нес по соб ность, %

Fig. 4. Growth characteristics of plant cell
suspension culture of T. terrestris in normal coordinate
system during bioreactor cultivation (1), fresh biomass,
g/L; (2), dry biomass  10, g/L; and (3), vitality, %
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Та б ли  ца  2
Tab le  2

Ро с то вые ха рак те ри сти ки сус пен зи он ной ку ль ту ры кле ток Tri bu lus ter res t ris 
при вы ра щи ва нии в био ре ак то ре
Growth cha rac te ris tics of Tri bu lus ter res t ris sus pen si on cul tu re gro wing in bi o re ac tor

Но мер
цик ла

Cyc le
num ber

Ис ход ные па ра мет ры
ро с та

Ini ti al pa ra me ters
of growth ef fi ci en cy 

Про из вод ные па ра мет ры ро с та

De ri ved pa ra me ters of growth ef fi ci en cy

I*
, сут–1

, day–1

, сут

, day

Mmax, г/л

Mmax, g/L
Y

P, г/л/сут

P, g/L/day

1 Сы рая би о мас са
Fresh cell weight s

5,3 0,21 3,30

13,0 0,39 1,3
Су хая би о мас са
Dry cell weight

9,8 0,24 2,89

2 Сы рая би о мас са
Fresh cell weight

10,3 0,37 1,87

11,4 0,32 1,4
Су хая би о мас са
Dry cell weight

6,5 0,46 1,51

3 Сы рая би о мас са
Fresh cell weight

13,7 0,28 2,48

13,8 0,42 1,2
Су хая би о мас са
Dry cell weight

11,3 0,38 1,82

*Обо зна че ния см. в при ме ча нии к табл. 1.
*For de sig na ti ons, see fo ot no te to Tab le 1.

Рис. 5. ТСХ эк с трак тов из би о мас сы сус пен зи он ной
куль ту ры кле ток T. terrestris: A — стан дарт (эк с тракт фу рос та -
но ло вых гли ко зи дов из би о мас сы куль ту ры кле ток Dioscorea
deltoidea); B, С, D — эк с трак ты из би о мас сы куль ту ры кле ток
T. terrestris: B — 15-й цикл вы ра щи ва ния, С — 45-й цикл вы -
ра щи ва ния; D — 47-й цикл вы ра щи ва ния; 1—5 — обоз на че -
ния фу рос та но ло вых гли ко зи дов в по ряд ке умень ше ния их
по ляр нос ти

Fig. 5. Thin-layer chromatography of biomass extracts of
T. terrestris suspension cell culture: A, reference, a sum of
steroidal glyco sides from Dioscorea deltoidea culture biomass;
B, C and D, extracts of T. terrestris cell culture biomass: B, 15th

cycle of growth; C, 45th cycle; D, 47th cycle; 1—5, designations of 
furostanol glycosides in order of decreasing their polarity



со е ди не ния име ют в своем со ста ве по че ты ре
остат ка гек соз (ней тра ль ные по те ри 162 Да). Иден -
тич ность масс-спек тров двух гли ко зи дов ука зы ва -
ет на то, что они яв ля ют ся изо ме ра ми. Для сте ро -
ид ных гли ко зи дов рас те ний из ве ст но два типа изо -
ме рии [8]: по струк ту ре аг ли ко на и/или по стро е -
нию уг ле вод ных це пей. Со по став ле ние хро ма тог -
ра фи че ско го по ве де ния гли ко зи дов, об на ру жен ных
в био мас се ку ль ту ры кле ток якор цев, с та ко вым
для изо мер ных гли ко зи дов ди ос ге ни на [24] по зво -
ля ет пред по ло жить, что в дан ном слу чае име ет
мес то изо ме рия по струк ту ре аг ли ко на (ве ро ят но,
речь идет о 25R/S-изо ме рах, т.е. про из вод ных ти -
го ге ни на и не о ти го ге ни на).

На осно ва нии срав не ния из ло жен ных ре зу ль -
та тов с дан ны ми ли те ра ту ры [8] мож но сде лать
пред ва ри те ль ный вы вод, что об на ру жен ные гли ко -
зи ды со от вет ст ву ют 25R/S-изо ме рам тер ре ст ро зи -
на H, ко то рый ра нее был вы де лен из ин так т ных
рас те ний T. ter res t ris. Од на ко для под твер ж де ния
это го за клю че ния тре бу ют ся до пол ни те ль ные ис -
сле до ва ния.

Ана ли зи руя за ко но мер но сти об ра зо ва ния
сте ро ид ных гли ко зи дов при дли те ль ном ку ль ти -
ви ро ва нии кле ток якор цев сте лю щих ся in vit ro,
мож но пред по ло жить, что их об ра зо ва ние на чи -

на ет ся в ре зу ль та те ав то се лек ции кле ток, со дер жа -
щих фу ро ста но ло вые гли ко зи ды. По доб ное раз -
ви тие по пу ля ции кле ток рас те ний in vit ro мож но
объ яс нить ан ти ок си дан т ной ак тив но стью фу ро -
ста но ло вых гли ко зи дов, ко то рая спо соб ст ву ет про -
ли фе ра ции кле ток. Ра нее сход ное яв ле ние на блю да -
ли в ку ль ту ре кле ток ди ос ко реи де ль то вид ной [24].

Та ким об ра зом, впер вые по лу че на сус пен зи -
он ная ку ль ту ра кле ток якор цев сте лю щих ся. Оха -
рак те ри зо ва ны осо бен но сти по лу че ния ку ль ту ры
кле ток T. ter res t ris, опи са ны ее ро с то вые ха рак те -
ри сти ки. Про ве де но ап па ра тур ное вы ра щи ва ние в 
ла бо ра тор ном био ре ак то ре. По лу чен ста би ль ный
син тез фу ро ста но ло вых гли ко зи дов в сус пен зи он -
ной ку ль ту ре кле ток и про ве де на их пред ва ри те ль -
ная струк тур ная иден ти фи ка ция. 

Ра бо та вы пол не на при фи нан со вой под дер ж -
ке РНФ (№14-50-00029 «На уч ные осно вы со зда -
ния на ци о на ль но го бан ка-де по зи та рия жи вых си с -
тем. На прав ле ние “Рас те ния»”).

The work was fi nan ci al ly sup por ted by the Rus -
si an Re se arch Fund (14-50-00029 «Sci en ti fic prin cip -
les for cre a ti on of Na ti o nal De po si to ry Bank for Live
Sys tems. Di rec ti on “Plants”»).

По лу че но 4.05.16
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Та б ли  ца  3
Tab le  3

Ре зу ль та ты ана ли за масс-спек тров по ло жи те ль ных ионов двух основ ных со е ди не ний, 
об на ру жен ных в био мас се сус пен зи он ной ку ль ту ры кле ток T. ter res t ris ме то дом UPLC ESI MS
Mass-spec t ro met ry of po si ti ve ions of two main com po unds de tec ted in bi o mass of T. ter res t ris 
sus pen si on cell cul tu res by UPLC ESI MS

Со е ди не ние
Com po und

Вре мя 
удер жи ва ния, мин
Time of re ten ti on, min

[M-H2O+H]+,
m/z [M+Na]+, m/z

Дру гие ионы, m/z

Ot her ions, m/z

5,6 1065,5695 1105,5447 903,4985 [M-H2O-Hex*+H]+

741,4469 [M-H2O-2Hex+H]+

579,3880 [M-H2O-3Hex+H]+

417,3363 [M-H2O-4Hex+H]+

5,9 1065,5592 1105,5492 903,5082 [M-H2O-Hex+H]+

741,4478 [M-H2O-2Hex+H]+

579,3897 [M-H2O-3Hex+H]+

417,3444 [M-H2O-4Hex+H]+

* По те ря остат ка гек со зы (C6H12O6, 162 Да).
* Loss of he xo se re si due (C6H12O6, 162 Dа).
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Ob ta  i  n ing and In ves t i ga t i on of  Cal lus
and Sus pen  si  on Plant Cell  Cul tu res of Tri bu -
lus ter res t  r is L . ,  a  Pro du  cer of Ste  ro i  dal  Gly -
co si  des

Cal lus and sus pen si on plant cell cul tu res of Tri bu lus ter -
res t ris L, a va lu ab le me di ci nal plant pro du cing ste ro i dal gly co si -
des, have been ob ta i ned. The se eds of T. ter res t ris from an Ame ri -
can po pu la ti on were used as ex p lants. The re gu la ti on of cell cul -
tu res ob ta i ning and growth, as well as the bi o syn t he tic cha rac te -
ris tics of the cell li nes were stu di ed. The com bi na ti on of phy to -
hor mo nes of 2,4-D (2.0 mg/L) and BAP (1.0 mg/L) was fo und to
be op ti mal for the cal lus in duc ti on and cul ti va ti on. The sus pen si -
on cell cul tu re ob ta i ned in the li qu id me di um of the same com po -
si ti on sho wed such high growth cha rac te ris tics du ring the pro lon -
ged cul ti va ti on (more than 2 years), as ma xi mum ac cu mu la ti on of 
dry bi o mass of 13 g/L, spe ci fic growth rate at ex po nen ti al pha se
of 0.25 day–1, and eco no mi cal co ef fi ci ent of 0.39. A se mi-con ti -
nuo us mode of cul ti va ti on was used to grow the plant cell sus pen -
si on in a lab-sca le bi o re ac tor. The scre e ning of ste ro i dal gly co si -
des in the ob ta i ned cell cul tu res was car ri ed out. In the cal lus cul -
tu res, ste ro i dal gly co si des were not fo und. Ho we ver, it was es tab -
lis hed by TLC and UPLC ESI MS that the sus pen si on cul tu re con -
ta i ned fu ros ta nol gly co si des, and the ir amo unt in c re a sed du ring
the cul ti va ti on pro cess. The se re sults sup port the hy pot he sis of
the auto se lec ti on of cul ti va ted cells that con ta in com po unds pro -
mo ting the ir pro li fe ra ti on in vit ro.

Key words: cal lu so ge ne sis, ste ro i dal gly co si des, sus pen -
si on plant cell cul tu re, Tri bu lus ter res t ris L.
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