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В настоящее время в качестве перспективных 
фармпрепаратов и биологически активных доба-
вок широко используют вещества растительно-
го происхождения, что связано с их лучшей пере-
носимостью, редкими и/или слабо выраженными 
побочными эффектами. В связи с этим серьез-
ной проблемой является поиск возобновляемых 
источников растительного сырья. Культура клеток 
высших растений может служить перспективным 

источником подобного сырья с высоким содержа-
нием целевых соединений, которые в большин-
стве случаев относятся к веществам специализи-
рованного обмена – вторичным метаболитам [1]. 
В то же время в литературе встречается много све-
дений о том, что закономерности образования вто-
ричных метаболитов в клетках растений in vitro 
могут существенно отличаться от таковых в ин-
тактных растениях. В культуре клеток  вторичный 
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Изучено влияние повышенных концентраций ионов меди на ростовые характеристики 
суспензионной культуры якорцев стелющихся Tribulus terrestris L. и на образование 
фармакологически ценных соединений (стероидных гликозидов) в клеточной биомассе 
T. terrestris. Показано, что увеличение содержания ионов меди в питательной среде в 5–100 раз 
(до 10 мкМ) практически не влияло на ростовые характеристики культуры клеток, однако, высокие 
концентрации (5 и 10 мкМ) вызывали значительное (ниже 50%) падение уровня жизнеспособности 
клеток. Методом УЭЖХ ЭР МС доказано присутствие в клеточной биомассе T. terrestris 
фуростанолового гликозида террестринина B и его 25(R)-стереоизомера. Повышение концентрации 
ионов меди в среде вызывало существенное (до трехкратного) увеличение их содержания в первом 
цикле культивирования, которое сохранялось, но в меньшей степени (в 1,5–2 раза) в последующих 
циклах выращивания. Напротив, изменение гормонального состава среды (удаление α-НУК) может 
приводить к изменениям в составе фуростаноловых гликозидов (исчезновение либо кардинальное 
снижение содержания производных террестрозина Н, наличие которого для этой культуры было 
показано ранее). Можно заключить, что тяжелые металлы (ионы меди) могут интенсифицировать 
образование стероидных гликозидов в культуре клеток T. terrestris, тогда как регуляторы роста, 
в частности ауксины, – изменять их качественный состав.
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метаболизм во многом определяется спецификой 
этой биологической системы, а именно: дедиффе-
ренцированным состоянием клеток, их постоян-
ной пролиферацией и популяционными механиз-
мами развития. Для инициации синтеза и повыше-
ния уровня содержания вторичных метаболитов в 
клетках in vitro могут быть эффективны целена-
правленные воздействия на культуру. Одним из 
таких способов является применение различных 
стрессовых факторов, которые служат сигналами, 
запускающими вторичный метаболизм в интакт-
ном растении [2]. В качестве стрессоров могут вы-
ступать тяжелые металлы, относящиеся к особой 
группе загрязнителей, неподверженных биоде-
струкции и способных аккумулироваться в клет-
ках до токсических концентраций. Среди тяже-
лых металлов медь занимает особое положение. 
Ее концентрации уже в пределах 10–7–10–5 моль/л 
способны подавлять рост большинства высших 
растений [3–4]. Одновременно данный элемент 
является эссенциальным, т.е. используется при 
выращивании культур клеток в составе сред как 
микроэлемент. Имеются сообщения, в которых 
отмечена стимуляция синтеза вторичных метабо-
литов в культурах клеток высших растений при 
увеличении содержания ионов меди в питатель-
ных средах [5–6]. Классическим примером явля-
ется радикальное повышение концентрации ши-
конина в культуре клеток воробейника краснокор-
невого Lithospermum erythrorhizon Siebold et Zucc. 
при тридцатикратном увеличении содержания 
сульфата меди в среде выращивания [6]. В то же 
время, работ по изучению влияния повышенных 
концентраций ионов меди на образование различ-
ных вторичных метаболитов в современной лите-
ратуре исчезающе мало.

Якорцы стелющиеся Tribulus terrestris L. (Zy-
gophyllaceae R. Br.) являются источником боль-
шого набора стероидных гликозидов, таких как 
протодиосцин, прототрибестин, псевдопротодиос-
цин, диосцин, трибестин, трибулозин, тигогенин, 
неотигогенин, гитогенин, диосгенин и др.  [7–8]. 
Препараты и экстракты на основе T. terrestris об-
ладают высокой биологической активностью, в 
частности сердечно-сосудистой, цитотоксической 
и противомикробной, оказывают положительное 
влияние на репродуктивную систему животных и 
человека и используются при лечении различных 
заболеваний [7, 9–10]. Культура клеток T. terrestris 
может служить потенциальным источником стеро-
идных гликозидов, однако их содержание в клет-
ках in vitro, в большинстве случаев, слишком низ-
кое для крупномасштабного производства [11–12].

Ранее нами были получены каллусная и су-
спензионная культуры клеток якорцев стелющих-
ся, определены их ростовые параметры и показа-
но наличие в клетках как минимум двух фуроста-
ноловых гликозидов [13]. 

Цель настоящей работы – изучение влияния 
повышенных концентраций ионов меди на росто-
вые и биосинтетические характеристики суспен-
зионной культуры клеток Tribulus terrestris. 

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА 

В качестве объекта исследования использо-
вана суспензионная культура клеток якорцев сте-
лющихся Tribulus terrestris L., (штамм Tter 8 кол-
лекционный № 81 во Всероссийской коллекции 
культур клеток высших растений (ВККК ВР)), ко-
торая была получена М.Т. Ханды с коллегами в 
Институте физиологии растений им. К.А.Тими-
рязева РАН в 2014 г. из каллусной культуры кле-
ток, индуцированной из семян растения T. terres-
tris американской популяции (Forever Seeds Com-
pany, США) [13].

Для экспериментов использовали среду Му-
расиге–Скуга (MS) следующего состава [14], г/л: 
гидролизат казеина – 0,5 (Merck, Германия), ино-
зитол – 0,1 (Merck); сахароза – 3% (Merck); мг/л: 
2,4-Д – 2,0 (Merck) и БАП – 1,0 (Merck). Для уве-
личения концентрации ионов меди в среде приме-
няли раствор сульфата меди (CuSO4·5H2O) (Лен-
Реактив, Россия).

Культивирование суспензионной культуры
Культивирование проводили в колбах объе-

мом 250 мл (33–35 мл суспензии в колбе) на ка-
чалке (100 об./мин) в темноте при температуре 
26 °С. Цикл субкультивирования суспензионной 
культуры клеток T. terrestris составлял 14 дней. 
Для пересева применяли соотношение инокулю-
ма и свежей среды равное 1:10.

Показатели суспензионных культур
Для характеристики суспензионных культур 

клеток использовали жизнеспособность клеток и 
содержание сырой и сухой биомассы в 1 л среды. 
Жизнеспособность культур клеток определяли, 
используя прижизненный краситель (0,1%-ный 
раствор феносафранина, Merck), путем подсче-
та живых (неокрашенных) и мертвых (окрашен-
ных) культивируемых единиц под микроскопом. 
Для определения сырой и сухой биомассы фикси-
рованный объем суспензии (не менее 30 мл в двух 
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повторностях) фильтровали под вакуумом через 
бумажный фильтр с помощью воронки Бюхнера. 
Биомассу высушивали методом сублимационного 
обезвоживания [15].

Качественный анализ стероидных гликозидов
Для качественного анализа стероидных глико-

зидов в исследуемых вариантах культуры клеток 
использовали хроматографию в тонком слое си-
ликагеля (ТСХ) и ультраэффективную жидкост-
ную хроматографию с масс-спектрометрическим 
детектированием при ионизации электрораспыле-
нием (УЭЖХ ЭР МС).

Общую экстракцию стероидной фракции про-
водили из лиофилизированной биомассы  70%-ным 
этанолом (соотношение биомасса–раствори-
тель – 1:40 (масса : объем)) на ультразвуке 3 раза 
по 30 мин при комнатной температуре (УЗ-ванна 
«Сапфир», Россия). Объединенный экстракт упа-
ривали досуха под вакуумом при 55 °С и растворя-
ли в воде. Полученный раствор наносили на патрон 
для твердофазной экстракции Supelclean ENVI-18 
(Supelco, США).  Затем патрон последовательно 
промывали водой и  70%-ным этанолом. Спиртовой 
экстракт упаривали досуха под вакуумом при 55 °С 
и использовали для химического анализа.

Метод ТСХ. Очищенную фракцию стероид-
ных гликозидов растворяли в 70%-ном этаноле 
(0,5–1 мл) и 30 мкл экстракта наносили на хро-
матографическую пластинку Kieselgel 60 (Merck). 
Для сопоставления в качестве известной модели 
использовали 1%-ный раствор препарата «Дель-
тостим» (ИБХ им. А.Н. Баха и ИФР им. К.А. Ти-
мирязева РАН), который представляет собой экс-
тракт из биомассы суспензионной культуры кле-
ток Dioscorea deltoidea Wall. и включает в себя 
четыре фуростаноловых гликозида (протодиосцин 
и его 25(R)-изомер, дельтозид и его 25(R)-изомер). 
Раствор дельтостима наносили на хроматографи-
ческую пластинку в объеме 10 мкл. Для разделе-
ния фуростаноловых гликозидов использовали 
систему растворителей хлороформ–метанол–вода 
(65:35:10, по объему). Проявление хроматограм-
мы проводили 1%-ным раствором реактива Эрли-
ха (п-диметиламинобензальдегид (Merck)) в сме-
си концентрированная соляная кислота и этанол 
(34:66, по объему) с последующим прогреванием 
пластинки при 100 °С в течение 5 мин. Фуроста-
ноловые гликозиды обнаруживаются в виде розо-
во-красных пятен.

Метод УЭЖХ ЭР МС. Пробу растворяли в 
смеси ацетонитрил–вода (50:50, по объему) и 
филь тровали через нейлоновый фильтр с порами  

0,2 мкм (Acrodisc, Германия). УЭЖХ ЭР МС прово-
дили на хроматографе Waters Aquity UPLC (Waters, 
США). Пробу в объеме 0,5–1,0 мкл наносили на 
колонку ACQUITY UPLC BEH Phenyl (50 × 2,1 мм; 
размер зерна 1,7 мкм; Waters, США). Температура 
колонки составляла 40 °С, объемная скорость по-
тока подвижной фазы – 0,4  мл / мин. В качестве под-
вижной фазы использовали  0,1%-ный (по объему) 
раствор муравьиной кислоты в воде и  0,1%-ный 
(по объему) раствор муравьиной кислоты в ацето-
нитриле. Хроматографическое разделение прово-
дили в режиме градиентного элюирования. В про-
цессе анализа состав подвижной фазы менялся 
следующим образом (ацетонитрил, % по объему): 
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 мин – 19%. 
Анализ осуществляли в режиме детектирования 
положительных ионов (m/z 100–1500). Параметры 
источника ионизации: температура источника ио-
низации 120 °С, температура десольвации 250 °С, 
напряжение на капилляре 3,0 кВ, напряжение на 
конусе ввода пробы 30 В, скорость подачи азота 
(десольвационный газ) 600 л/час.

Количественный анализ стероидных 
гликозидов

Для анализа применяли спектрофотометри-
ческий метод. В пробирки Эппендорфа отбирали 
0,4 мл спиртового экстракта. К экстракту добав-
ляли 1,0 мл реактива Эрлиха – 1%-ный раствор 
п-диметиламинобензальдегида в смеси концен-
трированной соляной кислоты и этанола (34:66, 
по объему). Пробирки закрывали и помещали 
в термостат при 50 ± 1 °С на 2 ч. После охлаж-
дения пробирок проводили измерение оптиче-
ской плотности на спектрофотометре «Униплан» 
(ЗАО «Пикон», Россия) при 520 нм. Концентра-
цию фуростаноловых гликозидов вычисляли по 
калибровочному графику, построенному по пре-
парату «Дельтостим».

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Суспензионную культуру клеток T. terrestris вы-
ращивали на питательных средах с повышенными 
концентрациями ионов меди (0,5, 1, 2, 3, 5, 10 мкМ 
ионов меди); кон троль – 0,1 мкМ в среде МS. Иссле-
дование показало, что увеличение содержания ио-
нов меди в питательной среде существенно не вли-
яло на накопление биомассы суспензионной куль-
туры клеток T. terrestris (рис. 1, рис. 2). Повышение  
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концентрации ионов меди в среде в 5, 10, 20 и 30 раз 
также не приводило к заметному падению жизне-
способности клеток – к концу срока культивиро-
вания для данных вариантов показатель составлял 
70–80% (рис. 3). Значительное снижение жизнеспо-
собности клеток (ниже 50%) наблюдали лишь при 
повышении содержания ионов меди в питательной 
среде в 50 и 100 раз по сравнению с контролем.

Результаты анализа могут объясняться тем, 
что медь является не только фактором стресса, 
но и необходимым элементом для жизнедеятель-

ности растительного организма. Кроме того, вос-
приимчивость к стрессу, вызываемому различны-
ми поллютантами, зависит не только от природы 
загрязняющего вещества, но и от видовых (мор-
фологических, физиологических, биохимических 
и генетических) особенностей организма [2–4]. 

Исходя из полученных результатов, концен-
трацию 2 мкМ ионов меди в питательной среде, 
т.е. превышение ее в 20 раз по сравнению с кон-
тролем, можно считать оптимальной для проведе-
ния экспериментов.

Рис. 1. Кривые роста по накоплению сырой биомассы суспензионной культуры клеток T. terrestris, выращиваемой 
на средах с повышенной концентрацией ионов меди: 1 – 0,1 мкМ ионов меди  (контроль); 2 – 0,5 мкМ; 3 – 1 мкМ; 
4 – 2 мкМ; 5 – 3 мкМ; 6 – 5 мкМ; 7 – 10 мкМ

Fig. 1. Growth curves for the accumulation of fresh biomass of T. terrestris suspension cell culture grown on media with high 
concentration of copper ions: 1 – 0,1 μM copper ions (control); 2 – 0,5 µM; 3 – 1 μM; 4 – 2 μM; 5 – 3 μM; 6 – 5 μM; 7 – 10 μM

Рис. 2. Кривые роста по накоплению сухой биомассы суспензионной культуры клеток T. terrestris, выращиваемой 
на средах с повышенной концентрацией ионов меди: 1 – 0,1 мкМ ионов меди  (контроль); 2 – 0,5 мкМ; 3 – 1 мкМ; 
4 – 2 мкМ; 5 – 3 мкМ; 6 – 5 мкМ; 7 – 10 мкМ

Fig. 2. Growth curves for the accumulation of dry biomass of T. terrestris suspension cell culture grown on media with high 
concentration of copper ions: 1 – 0,1 μM copper ions (control); 2 – 0,5 µM; 3 – 1 μM; 4 – 2 μM; 5 – 3 μM; 6 – 5 μM; 7 – 10 μM
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В процессе фитохимического анализа стеро-
идных гликозидов методом ТСХ на хроматографи-
ческих пластинках зафиксировано наличие двух 
отчетливых розово-красных пятен, предположи-
тельно соответствующих стероидным гликози-
дам фуростанолового ряда (рис. 4). Интенсивность 
окраски пятен была существенно выше в вариантах 
с повышенной концентрацией ионов меди в среде. 
При этом можно заключить, что активация синтеза 
этих соединений происходила уже при пятикрат-
ном повышении концентрации ионов меди в сре-
де по сравнению с его контрольным содержанием.

Для структурной идентификации стероидных 
гликозидов, обнаруженных при анализе  методом 
ТСХ, был проведен УЭЖХ ЭР МС-анализ экс-
трактов из биомассы суспензионной культуры 
клеток T. terrestris, выращенной как на контроль-
ной среде, так и на средах с повышенными кон-
центрациями ионов меди. На хроматограммах 
всех исследуемых проб было отмечено наличие 
пиков только двух соединений (рис. 5), со време-
нем удерживания на колонке около 11 мин.

Масс-спектры двух обнаруженных соедине-
ний были практически одинаковыми и содержа-
ли сигналы молекулярного иона [M-H2O+H]+, ио-
на-аддукта [M+Na]+ и серии осколочных ионов, 
образовавшихся в результате отщепления двух 
остатков пентоз (нейтральные потери 132 Да), 
трех остатков гексоз (162 Да) и одного остатка де-
зоксигексозы (146 Да) (табл. 1).

На основании приведенных результатов мож-
но заключить, что соединения 1 и 2 имеют струк-
туру фуростаноловых гликозидов тигогенина и 

Рис. 3. Жизнеспособность суспензионной культуры клеток T. terrestris, выращиваемой на средах с повышенной кон-
центрацией ионов меди: 1 – 0,1 мкМ ионов меди (контроль); 2 – 0,5 мкМ; 3 – 1 мкМ; 4 – 2 мкМ; 5 – 3 мкМ; 6 – 5 мкМ; 
7 – 10 мкМ

Fig. 3. Viability of T. terrestris suspension cell culture grown on media with high concentration of copper ions: 1 – 0,1 μM 
copper ions (control); 2 – 0,5 µM; 3 – 1 μM; 4 – 2 μM; 5 – 3 μM; 6 – 5 μM; 7 – 10 μM
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Рис. 4. ТСХ-хроматограмма экстрактов из биомас-
сы суспензионной культуры клеток T. terrestris, вы-
ращенной на средах с различным содержанием ио-
нов меди (розово-красные пятна соответствуют фу-
ростаноловым гликозидам). Д – 1%-ный раствор 
дельтостима; К – культура клеток, выращиваемая на 
среде с 0,1 мкМ ионов меди  (контроль); 1 – 0,5 мкМ 
ионов меди; 2 – 2 мкМ; 3 – 10 мкМ

Fig. 4. TLC chromatograms of extracts from biomass 
of T. terrestris suspension cell culture grown on me-
dia with different content of copper ions (pink-red spots 
correspond to furostanol glycosides): Д – 1% solution 
of deltostim; K – cell culture grown on medium with 
0,1 μM copper ions (control); 1 – 0,5 μM copper ions; 
2 – 2 μM; 3 – 10 μM
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неотигогенина, содержащих по три остатка гексоз 
(один остаток у С26-OH-группы и два – в угле-
водной цепи у С3-OH-группы), два остатка пен-
тоз и по одному остатку дезоксигексозы. Сопо-
ставление характера фрагментации гликозидов 1 
и 2 с данными литературы позволяет предполо-
жить, что они соответствуют террестринину B и 
его 25(R)-изомеру, соответственно [7].

Следует отметить, что при анализе содержа-
ния стероидных гликозидов в этой же культуре 
клеток T. terrestris, проведенном ранее [13], были 
обнаружены несколько фуростаноловых гликози-
дов, из них два соединения со временем удержи-
вания около 6 мин были идентифицированы как 
террестрозин Н и его 25(R)-изомер. Важно, что 
в этом случае культуру выращивали на средах 

Рис. 5. Результаты УЭЖХ ЭР МС-анализа экстракта из биомассы суспензионной культуры клеток T. terrestris, вы-
ращенной на среде с 10 мкМ ионов меди (1-й пассаж, 14-е сут): a – обзорная хроматограмма, (записана в режиме 
полного ионного тока при регистрации положительных ионов); b – увеличенный фрагмент хроматограммы (с 10 по 
12 мин). 1 и 2 – пики идентифицированных фуростаноловых гликозидов (табл. 1)

Fig. 5. UPLC ESI MS analysis of extract from biomass of T. terrestris suspension cell culture (grown on medium with 10 μM 
copper ions, 1st passage, 14th day): a – overview chromatogram (recorded in the full ion current mode during registration of 
positive ions); b – enlarged fragment of the chromatogram (from 10 to 12 min). 1 and 2 – peaks of identified furostanol gly-
cosides (Table 1)
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Результаты анализа масс-спектров положительных ионов фуростаноловых гликозидов,  
обнаруженных в биомассе суспензионной культуры клеток T. terrestris

Mass-spectrometry of positive ions of furostanol glycosides detected in biomass of T. terrestris  
suspension cell cultures

Соеди-
нение

Масс-спектры*, m/z Т,  
мин Агликон Результаты 

идентификации[M-H2O+H]+ [M+Na]+ Осколочные ионы

1 1313,6 1353,6
1181,6; 1167,6; 1049,6; 
1035,5; 1019,6; 903,5, 887,5; 
873,5; 741,4; 579,4; 417,1

10,96 Тигогенин Террестринин B

2 1313,6 1353,6
1181,6; 1167,6; 1049,6; 
1035,5; 1019,5; 903,5; 887,5; 
873,5; 741,4; 579,4; 417,3

11,03 Неотигогенин 25(R)- 
террестринин B

Примечание: Т – время удерживания на колонке.
*Данные масс-спектров (указаны значения m/z для обнаруженных ионов).
Note: T – retention time on the column.
*Data of mass-spectra (m/z values for detected ions).
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с другим составом регуляторов роста – в качестве 
ауксина в среду, наряду с 2,4-Д, был дополнитель-
но добавлен α-НУК. Полученные в настоящей ра-
боте результаты свидетельствуют, что в культуре 
клеток T. terrestris, выращенной на среде без до-
бавления α-НУК, производные террестрозина Н 
либо отсутствуют, либо их содержание находит-
ся на уровне следовых количеств. Можно пред-
положить, что состав регуляторов роста в среде 
выращивания, в частности композиция ауксинов 
(только 2,4-Д или 2,4-Д + α-НУК) может изменять 
качественный состав образуемых вторичных ме-
таболитов (стероидных гликозидов). Однако для 
строгого доказательства этого предположения не-
обходимы дополнительные исследования.

Влияние ионов меди на содержание 
фуростаноловых гликозидов

Определение количественного содержания 
стероидных гликозидов в клетках якорцев in vi-
tro было проведено спектрофотометрическим ме-
тодом для варианта с двадцатикратным превыше-
нием содержания ионов меди в питательной среде 
(2 мкМ). Анализ осуществляли в течение семи цик-
лов выращивания суспензионной культуры клеток 
T. terrestris. Пробы для проведения исследований 
отбирали в начале стационарной фазы роста (14-е 
сут выращивания). Уже в первом цикле выращи-
вания с повышенным содержанием ионов меди 
отмечено почти трехкратное увеличение содержа-
ния  фуростаноловых гликозидов по сравнению 
с контрольной культурой (2,26 и 0,86 мг/г сухой 
массы соответственно). В последующих циклах 
выращивания наблюдали снижение накопления 
фуростаноловых гликозидов  (1,35–1,48 мг/г), од-
нако их содержание в течение всего эксперимен-
та превышало в  1,5–2,0 раза уровень контрольно-
го варианта. Вероятно, это связано с адаптацией 
клеток к стрессовому воздействию.

На основе полученных результатов, можно 
сделать заключение, что влияние тяжелых метал-
лов, а именно повышение концентрации ионов 
меди, может вызывать существенное (до трех-
кратного) увеличение содержания фуростано-
ловых гликозидов в дедифференцированных 
клетках высших растений in vitro. Наибольший 
эффект наблюдается в первом цикле культиви-
рования с сохранением, но в меньшей степени, в 
последующих циклах. Подобная динамика про-
цесса может указывать на сигнальный механизм 
действия ионов меди в качестве стрессового фак-
тора.  Напротив, изменение гормонального соста-
ва среды, в частности, удаление α-НУК, может 

приводить к качественному изменению соста-
ва фуростаноловых гликозидов, например резко-
му снижению содержания отдельных гликозидов 
(террестрозин Н и его 25(R)-изомер), вплоть до 
исчезающее малых количеств. Установленные за-
кономерности могут быть использованы для це-
ленаправленного регулирования образования 
ценных вторичных метаболитов в культурах кле-
ток высших растений. Однако влияние таких фак-
торов, как повышенные  концентрации тяжелых 
металлов, влияние элиситоров, регуляторов роста 
фитогормонов на качественный состав стероид-
ных гликозидов в культуре клеток T. terrestris тре-
бует дальнейшего изучения.
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Abstract–In order to optimize the productivity of plant cell cultures for pharmacologically valuable 
compounds(steroidal glycosides), the effect of the elevated concentrations copper ions on growth and 
biosynthetic characteristics of the suspension culture of Tribulus terrestris L. has been studied. It was 
shown that the increase in the content of copper ions in nutrient medium by 5–100 times (up to 10 μM) 
did not practically affect growth characteristics of the cell culture; however, high concentrations (5 and 
10 μM) caused a significant (below 50%) decrease in the cell viability. It was proved by UPLC ESI MS 
that the T. terrestris biomass contains a furostanol glycoside, terrestrinin B, and its 25(R)-stereoisomer. An 
increase in the concentration of copper ions in the medium provided a significant (up to 3 times) increase 
in the content of furostanol glycosides in the first cultivation cycle, and this compound was maintained 
in the next 5–7 cultivation cycles, although its content was 1.5–2 times lower. On the contrary, changes 
in the hormonal status of the medium (removal of α-NAA) could result in changes in the composition of 
furostanol glycosides (disappearance or a drastic decrease in the content of terrestrozin N derivatives, 
the presence of which in this plant cell culture was shown previously). It may be concluded that heavy 
metals (copper ions) can intensify the formation of steroidal glycosides in T. terrestris cell culture, whereas 
growth regulators (for example, auxins) can change their qualitative composition.
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