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Исследовали физиологические характеристики каллусных культур клеток верблюжьей колючки 
Alhagi persarum Boiss. et  Buhse  — представителя семейства Бобовых, широко используемого 
в народной медицине. Показано, что при инициации каллусогенеза важным фактором являлся 
источник экспланта — более интенсивный каллусогенез наблюдали для эксплантов из различных 
органов стерильных проростков (около 100%), а не интактных растениий (менее 30%) А. persarum. 
В результате получено более 20 линий каллусных культур клеток, отличающихся по морфологии, 
и для пяти наиболее интенсивно растущих линий определены ростовые показатели. Для наиболее 
стабильной по физиологическим показателям каллусной линии Ар-207 проведен анализ состава 
жирных кислот (ЖК) суммарных липидов и вторичных метаболитов. При помощи капиллярной 
газожидкостной хроматографии с  масс-спектрометрическим детектированием (ГЖХ-МС) 
идентифицировано 19  индивидуальных С12‒С24  ЖК, основную долю которых составляли 
пальмитиновая (~23%), стеариновая (~22%), линолевая (~14%) и α-линоленовая (~33%) кислоты. 
Установленное нетипичное соотношение ЖК (одновременное высокое содержание как насыщенных 
ЖК, так и полиненасыщенной α-линоленовой кислоты), возможно, обусловлено адаптацией клеток 
к условиям выращивания in vitro. Фитохимический анализ образуемых вторичных метаболитов 
проведен с помощью ультраэффективной жидкостной хроматографии с масс-спектрометрическим 
детектированием при ионизации электрораспылением (УЭЖХ МС). Установлено наличие 
соединений, относящихся к различным структурным группам изофлавонов. Обнаружены агликоны 
(каликозин, формононетин, изомер афрормозина), глюкозиды (глюкозид формононетина), а также 
эфиры глюкозидов (малонилгликозиды каликозина, формононетина, изомера афрормозина, 
глицитеина и генистеина). Эти вторичные метаболиты широко распространены среди растений 
семейства Fabaceae, однако у  представителей рода Alhagi изофлавоны встречаются редко. 
Присутствие малонилированных гликозидов изофлавонов у растений Alhagi spp. показано впервые.

Ключевые слова: эндемичные виды растений, Alhagi, культура клеток in vitro, каллусная культура 
клеток, изофлавоны, жирные кислоты
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Различные виды верблюжьей колючки тра-
диционно используют в восточной народной ме-
дицине в  качестве лекарственных средств для 

лечения ревматизма, бронхита, астмы, гастроэн-
терита и  язвы, заболеваний печени, мочевыво-
дящих путей и  желчного пузыря  [1‒8]. Недавно 

Список сокращений: БАП  — 6-бензиламинопурин; ГЖХ-МС  — капиллярная газожидкостная хроматография с  масс-спек-
трометрическим детектированием; 2,4-Д  — 2,4-дихлорфеноксиуксусная кислота; ЖК  — жирные кислоты; ИН  — индекс 
ненасыщенности; МЭЖК — метиловые эфиры жирных кислот; НУК — α-нафтилуксусная кислота; ОДО и ЛДО — олеоил- 
и линолеилдесатуразные отношения соответственно; УЭЖХ МС — ультраэффективная жидкостная хроматография с масс-спек-
трометрическим детектированием при ионизации электрораспылением; В5 — среда Гамборга; MS — среда Мурасиге-Скуга.
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в  in vivo и  in vitro исследованиях биологической 
активности растений рода Alhagi выявлено их ан-
тибактериальное, противогрибковое, антиокси-
дантное, антипролиферативное и  спазмолити-
ческое действие, показано применение экстрак-
тов Alhagi spp. как косметических ингредиентов 
при лечении гиперпигментация кожи [1, 6, 9–14]. 
Растения Alhagi spp. представляют особый ин-
терес как потенциальный компонент функцио-
нальных продуктов питания и  кормов благодаря 
присутствию большого количества легко пере-
вариваемого белка вместе с  различными други-
ми эссенциальными питательными элементами 
и минералами [15–17].

Из  разных органов растений Alhagi spp. вы-
делены и  идентифицированы вторичные мета-
болиты, относящиеся к различным классам при-
родных соединений, а именно: фенольные соеди-
нения (фенолкарбоновые кислоты, флавоноиды, 
проантоцианидины, ксантоны, кумарины, гидро-
лизуемые танины, дифениловые эфиры и  наф-
тохиноны), алкалоиды (арилэтиламины, произ-
водные пиррола, изохинолиновые алкалоиды), 
тритерпеновые соединения, сахара, витамины С, 
группы В и некоторые другие [18, 19].

Известно, что культивируемые in vitro клетки 
высших растений обладают рядом преимуществ 
при использовании как в  фундаментальных, так 
и  в  прикладных исследованиях в  области физи-
ологии и биохимии растений, цитологии, биоин-
женерии [20]. Культуры клеток высших растений 
в  современной биотехнологии используют для 
получения штаммов-продуцентов, обладающих 
необходимым комплексом свойств (интенсивным 
ростом, высокой жизнеспособностью клеток, вы-
сокой продуктивностью по  целевым биологиче-
ски активным веществам). В то же время к насто-
ящему времени появилось много работ, в которых 
показано, что вторичный метаболизм в  клетках 
может существенно отличаться в системах in vitro 
и  in  vivo  [21, 22]. Например, для культур клеток 
Dioscorea deltoidea, Tribulus terrestris характерно 
образование преимущественно фуростаноловых 
стероидных гликозидов, для культур клеток Panax 
spp.  — присутствие малонильных производных 
гинзенозидов, тогда как в  интактных растениях 
эти соединения обнаруживают в незначительных 
количествах [23–25].

Таким образом, исследование особенностей 
вторичного метаболизма в культурах клеток выс-
ших растений имеет как теоретическое, так и при-
кладное значение.

В открытом доступе сравнительно немного пу-
бликаций по получению и описанию культур кле-
ток и тканей Alhagi spp. Определенная сложность 

при анализе публикаций по культурам клеток вер-
блюжьей колючки связана с полиморфизмом этого 
растения и, как следствие, с разночтениями в опре-
делении ее  видовой принадлежности. В  частно-
сти, на  основании изучения многочисленных эк-
земпляров растений показано, что Верблюжья ко-
лючка персидская, или Янтак персидский (Alhagi 
persarum Boiss. et Buhse), — очень вариабельный 
вид. Так, Awmack & Lock [26] приводят перечень 
встречающихся в различных публикациях синони-
мов этого растения: Alhagi camelorum Fisch., Alhagi 
pseudalhagi (M. Bieb.) Fisch., Alhagi pseudalhagi 
subsp. persarum (Boiss. & Buhse) Takht., Hedysarum 
alhagi L., Hedysarum pseudalhagi M. Bieb., 
Alhagi maurorum Medik. subsp. maurorum, Alhagi 
camelorum var. spinis-elongatis Boiss. По  мнению 
авторов, эти разночтения обусловлены наблюдае-
мыми различиями по высоте, размеру плодов и ха-
рактеру ветвления побегов в зависимости от почвы 
и климатических условий произрастания.

Первую культуру тканей A. сamelorum с  вы-
сокой регенеративной способностью получили 
в 1981 году Bharal & Rashid [27]. Позже был вы-
полнен ряд работ по микроклональному размно-
жению, получению каллусных культур клеток, 
культур «бородатых» корней и  регенератов для 
других видов этого рода растений, в  частности 
A. graecorum [28–31].

Практически нет публикаций по  детально-
му изучению соединений вторичного метаболиз-
ма в разных объектах Alhagi spp. in vitro — в ос-
новном представлены данные по  общему содер-
жанию белков, фенольных соединений, липидов 
и аминокислот [31–33].

Результаты исследований биологической ак-
тивности комплексных экстрактов и  индивиду-
альных соединений растений Alhagi spp., а  так-
же отсутствие значимых природных запасов этих 
растений свидетельствуют о  перспективности 
разработки биотехнологических подходов полу-
чения альтернативного растительного сырья для 
медицинских и косметических препаратов.

Целью работы было получение каллусных 
культур клеток Alhagi persarum Boiss. et  Buhse 
и  исследование физиологических и  биохими-
ческих характеристик полученных линий для 
их дальнейшего применения в биотехнологии.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Растительный материал
Для получения культур клеток использова-

ли листья и  побеги интактных растений, семена 
и  стерильные проростки Alhagi persarum Boiss. 
et Buhse. Растительный материал с определением 
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его видовой принадлежности был любезно пре-
доставлен Институтом биологии и  лекарствен-
ных растений Академии наук Туркменистана 
(с 2019 года — Институт лекарственных растений 
Министерства здравоохранения и  медицинской 
промышленности Туркменистана).

Среды для культивирования клеток in vitro
В  экспериментах использовали агаризован-

ные среды с  минеральной основой по  Мураси-
ге-Скугу (MS) [34] или по Гамборгу (В5) [35]. Го-
товили несколько вариантов сред, различающих-
ся по  составу углеводов (сахароза или глюкоза), 
витаминов (тиамин, пиридоксин, Са-пантоте-
нат (Sigma-Aldrich, США)) и  регуляторов роста, 
в качестве которых использовали α-нафтилуксус-
ную кислоту (НУК), 2,4-дихлорфеноксиуксусную 
кислоту (2,4-Д), кинетин и  6-бензиламинопурин 
(БАП) (Sigma-Aldrich).

Для интенсификации проращивания семян 
и  развития проростков растений A. persarum 
использовали среды без добавления регулято-
ров роста, а  для первичного каллусообразова-
ния  — среды с  регуляторами роста в  различ-
ных комбинациях. Полный состав сред приве-
ден в табл. 1 и 2.

Питательные среды автоклавировали в  тече-
ние 15 мин подготовительного и 15 мин основно-
го режима при добавочном давлении 0,7–0,8 атм.

Инициирование первичного 
каллусообразования

Для получения первичных каллусов из раз-
личных органов интактного растения побе-
ги и  листья промывали проточной водой, ин-
кубировали в  3%-ном растворе KMnO4: стеб-
ли в течение 5–10 мин, листья в течение 2 мин. 
Затем растительный материал помещали 

Та бл и ц а  1
Состав питательных сред для проращивания эксплантов и семян A. persarum
Composition of culture media for germination of A. persarum explants and seeds

Компонент
среды

Содержание в 1 л среды, г
среда 1 среда 2 среда 3 среда 4

Сахароза 30 — 30 30
Глюкоза — 20 — —
Тиамин — 1 ∙ 10–3 — 1 ∙ 10–3

Пиридоксин — 1 ∙ 10–3 — 1 ∙ 10–3

Никотиновая кислота — — — 5 ∙ 10–3

Са-пантотенат — — — 1 ∙ 10–2

Примечание: в средах 1, 2, 4 минеральная основа по MS, в среде 3 — по B5. Все среды содержали 0,5 г/л гидролизата казеина, 
0,1 г/л мезоинозита и 7,0 г/л агара.
Note: media 1, 2, 4 contained MS mineral base, medium 3 composed B5 mineral base. All media contained 0.5 g/L casein hydrolysate, 
0.1 g/L inositol, 7.0 g/L agar.

Та бл и ц а  2
Состав питательных сред для каллусообразования
Composition of culture media for callus formation

Компонент
среды

Содержание в 1 л среды, г
среда 5 среда 6 среда 7 среда 8 среда 9 среда 10

Сахароза 30 — — 30 30 30
Глюкоза — 20 20 — — —

НУК 1∙10–3 1∙10–3 1∙10–3 1∙10–3 1∙10–4 1∙10–4

Кинетин 1∙10–4 1∙10–4 — — 5∙10–5 5∙10–5

2,4-Д — — 5∙10–3 1∙10–3 5∙10–4 5∙10–4

БАП — — 1∙10–4 5∙10–5 — —

Примечание: в средах 5, 6, 7, 10 минеральная основа по MS, в средах 8 и 9 — по B5. Все среды содержали 1 мг/л тиамина, 
1 мг/л пиридоксина, 10 мг/л Са-пантотената, 0,5 г/л гидролизата казеина, 0,1 г/л мезоинозита, 7,0 г/л агара.
Note: media 5, 6, 7, 10 contained MS mineral base, media 8 and 9 composed B5 mineral base. All media contained 1 mg/L thiamine, 
1 mg/L pyridoxine, 10 mg/L Ca-pantothenate, 0.5 g/L casein hydrolysate, 0.1 g/L inositol, 7.0 g/L agar.
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на 20 с в 70%-ный этанол, обсушивали на филь-
тровальной бумаге и помещали в 0,1%-ный рас-
твор сулемы: крупные стебли на  10  мин, тон-
кие стебли на  8  мин, листья на  2  мин,  — по-
сле чего, обсушив на  фильтровальной бумаге, 
промывали в  стерильной дистиллированной 
воде (5  раз по  5  мин). Побеги и  листья разре-
зали на экспланты размером 5×5 мм и помеща-
ли на агаризованные среды 5–10 в чашки Петри 
диаметром 4 и 6 см (рис. 1).

Для получения первичных каллусов из  се-
мян и  затем стерильных проростков семена вер-
блюжьей колючки промывали водой, помещали 
на 20 с в 70%-ный этанол и обсушивали на филь-
тровальной бумаге. Затем семена стерилизова-
ли в 0,1%-ном растворе сулемы в течение 5 мин 
и  промывали в  стерильной дистиллированной 
воде порциями по  500  мл  (5  раз по  5  мин). По-
сле стерилизации семена помещали на  агари-
зованную среду 1, 2 или 3 (см. табл. 1) в чашки 
Петри диаметром 4 и 6 см, а также во флаконы, 
объемом 20  мл. Через 5–6  сут у  части пророс-
ших семян в  стерильных условиях отрезали ги-
покотиль, разрезали его на экспланты и помеща-
ли на гормональные среды для инициации каллу-
согенеза (среды 5–10).

Оставшуюся часть проросших семян пере-
саживали во  флаконы на  агаризованную сре-
ду 4 (см. табл.1) и  инкубировали в  климати-
ческой камере при температуре 25–26 °С  в  те-
чение 2  сут в  темноте, после чего переносили 
на  постоянное освещение 130  мкм/(м2∙с) бе-
лыми люминесцентными лампами. Через 8 сут 
у всех проросших семян появлялись первые ли-
стья, которые вместе со  стеблем в  стерильных 
условиях разрезали на  экспланты и  помещали 
на среды 5–10 в целях инициирования каллусо-
образования (рис. 1).

Интенсивность каллусогенеза, С (%), рассчи-
тывали по формуле:

	 С = (Ni/N0) ∙ 100%,� (1)

где Ni — число эксплантов на которых сформиро-
вался каллус, N0 — общее число эксплантов.

Выращивание культур клеток растений
Цикл субкультивирования полученных кал-

лусных культур клеток составлял в  среднем 
28–35 сут. Для выращивания всех исследуемых 
линий использовали чашки Петри (диаметр 
60 мм). Каллус при пересеве делили на 3−7 ча-
стей массой 0,5‒0,9  г  (в  зависимости от  при-
роста). Культивирование проводили в  клима-
тических камерах на стеллажах в темноте, при 
26 °С и влажности 60–70%.

Используемые в работе колбы и инструменты 
стерилизовали в течение 60 мин при 180 ºС в су-
хожаровом шкафу.

a

b

c d

Рис. 1. Получение эксплантов A. persarum: исходное 
интактное растение (a); экспланты побегов и  ли-
стьев интактного растения в чашках Петри на пита-
тельных средах (b); семена (c) и проростки (d) вер-
блюжьей колючки на питательных средах в чашках 
Петри и во флаконах.

Fig. 1. A. persarum explants: initial intact plant (a); 
explants of shoots and leaves of an intact plant in Petri 
dishes (b); seeds (c) and seedlings (d) of a camel thorn 
in Petri dishes and vials.
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Определение ростовых характеристик 
культур клеток высших растений

Для характеристики роста каллусных культур 
клеток определяли вес сырой биомассы. Для опре-
деления начального веса культуры (вес транс-
планта) сначала взвешивали чашку Петри со сре-
дой. После помещения на среду транспланта про-
водили повторное взвешивание и определяли вес 
транспланта как разность второго и первого взве-
шивания. В конце цикла субкультивирования про-
водили взвешивание образовавшегося каллуса 
после отделения его от агаризованной среды.

По полученным результатам определяли при-
рост клеточной биомассы, Ii, за определенное вре-
мя выращивания (на i-е сутки культивирования):

	 Ii = (Xi/X0) ∙ 100%,	 (2)

где Xi — масса культуры на  i-е  сутки выращи-
вания; X0  — исходная масса культуры (масса 
трансплантата).

Анализ качественного и количественного 
состава жирных кислот в суммарных липидах 
клеток каллусных культур

При определении состава жирных кислот 
(ЖК) и  их  количества 200–400  мг  сырой каллус-
ной ткани гомогенизировали тефлоновым пести-
ком в  2-мл  пробирках типа Eppendorf и  добавля-
ли используемую в  качестве внутреннего стан-
дарта маргариновую кислоту (Sigma-Aldrich) 
(25,2  нг  в  100  мкл изо-пропанола) и  300  мкл 
1  М  КОН в  80%-ном водном этаноле. Пробир-
ки энергично встряхивали на  вортексе Biosan 
Microspin (BioSan, Латвия) и выдерживали 60 мин 
в  разогретом до  75 ℃ твердотельном термоста-
те Biosan, после чего добавляли 300 мкл н-гекса-
на (ч. д. а.; «Химмед», Россия), энергично встря-
хивали и  отбирали верхний слой, содержащий 
неомыляемые компоненты (свободные стери-
ны, фенольные соединения). К  полученной су-
спензии добавляли 100 мкл 20%-ной серной кис-
лоты до  слабокислой реакции (рН  4.5–4.7 по  ин-
дикаторной бумаге) и  экстрагировали свободные 
ЖК 300 мкл н-гексана. Гексановый раствор пере-
носили в 1,5-мл пробирки типа Eppendorf и высу-
шивали в токе аргона до полного удаления раство-
рителя из пробы, после чего к сухому остатку до-
бавляли 150 мкл 1%-ного раствора серной кислоты 
в  абсолютизированном метаноле и  выдерживали 
пробирки 30 мин при 55 ℃ в твердотельном термо-
стате. Полученные таким образом метиловые эфи-
ры ЖК (МЭЖК) экстрагировали 200 мкл н-гекса-
на. Раствор МЭЖК переносили в 0,6-мл пробирки 
и до анализа хранили при ‒20 ℃. Состав ЖК в сум-
марных липидах клеток каллусных культур, а также 

их количество, выраженное как масса этерифици-
рующих ЖК в 1 г сырой или сухой массы клеток, 
определяли с помощью капиллярной газожидкост-
ной хроматографии с  масс-спектрометрическим 
детектированием (ГЖХ-МС) c  использованием 
хроматографа Agilent 7890A (Agilent, США) с ква-
друпольным масс-спектрометрическим детекто-
ром Agilent 5975C, как описано ранее [36]. Индекс 
ненасыщенности (ИН) ЖК, олеоил- и линолеилде-
сатуразные отношения (ОДО и ЛДО соответствен-
но) рассчитывали по следующим формулам [37]:

	 ИН = (Piei)/100,	 (3)

где Pi — массовая доля i-й ЖК в  смеси МЭЖК, 
ei ‒ число двойных связей в цепи i-й ЖК [38].

ОДО = (%18:2 + %18:3) , (4)(%18:1 +%18:2 + %18:3)

	 ЛДО = %18:3/(%18:2 + %18:3),	 (5)

где %18:1, %18:2, %18:3 — массовые доли соот-
ветствующих ЖК от общего содержания ЖК.

Содержание суммарных липидов (СЛDW) в пе-
ресчете на  этерифицированные ЖК  в  1  г  сухой 
массы (DW) рассчитывали по формуле:

СЛDW = 
∑Pi · 1000 , (6)mFW

где ∑Pi — сумма абсолютных значений содержа-
ния i-й  ЖК  в  анализируемой пробе (мг), mFW  — 
масса навески сырой (FW ) каллусной ткани (мг).

Абсолютное значение массы каждой ЖК (Pi, мкг) 
в анализируемой пробе определяли по формуле:

Pi = 
105 · P17:0 · Si , (7)

S17:0 – c17:0 ·
∑Si – S17:0

100

где P17:0 — масса добавленного в пробу внутрен-
него стандарта (маргариновой кислоты) (мг); 
Si — площадь пика i-го МЭЖК на хроматограм-
ме; S17:0 — площадь пика метилового эфира мар-
гариновой кислоты на хроматограмме; c17:0 — со-
держание эндогенной маргариновой кислоты 
в  пробе, полученное в  результате ГЖХ-МС  ана-
лиза пробы МЭЖК, но  без добавления внутрен-
него стандарта (эндогенную С17:0 находили как от-
ношение площади пика С17:0  к  сумме площадей 
пиков остальных МЭЖК) (%); ∑Si — сумма пло-
щадей пиков всех МЭЖК на хроматограмме [39].

Анализ фитохимического состава вторичных 
метаболитов

Для качественного анализа вторичных мета-
болитов в  биомассе каллусных культур клеток 
A.  persarum использовали ультраэффективную 
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жидкостную хроматографию с  масс-спектроме-
трическим детектированием при ионизации элек-
трораспылением (УЭЖХ МС).

Подготовка проб для УЭЖХ МС. Навеску из-
мельченного растительного материала (70  мг) 
экстрагировали 3 раза по 1 мл 70%-ного (об.%.) 
этилового спирта в течение 30 мин под действи-
ем ультразвука (УЗВ-12; «Сапфир», Россия), по-
сле чего центрифугировали при 4140 g в течение 
10 мин (микроцентрифуга МЦФ, ООО «Системы 
анализа», Россия) и отбирали супернатант в кол-
бу для упаривания. Объединенные спиртовые экс-
тракты упаривали под вакуумом при 40 °С. Полу-
ченный экстракт суспендировали в 1 мл 5%-ного 
(об.%) раствора уксусной кислоты в  дистилли-
рованной воде и наносили на патрон для твердо-
фазной экстракции Supelclean ENVI-18 (Supelco, 
США). Патрон промывали 3  мл  5%-ного (об.%) 
раствора уксусной кислоты в  дистиллированной 
воде, аналиты смывали 3  мл  этанола. Получен-
ный раствор упаривали под вакуумом при 40 °С. 
Перед анализом экстракты растворяли в 1 мл сме-
си ацетонитрил-вода (1:1) и  наносили на  хрома-
тографическую колонку (объем инжекции 1 мкл).

УЭЖХ МС. Анализ проводили на хроматогра-
фе Waters Acquity UPLC (Waters, США), оснащен-
ном гибридным квадрупольным времяпролетным 
масс-спектрометром XEVO QTOF (Waters), в ре-
жиме детектирования положительных ионов (ди-
апазон m/z 100‒2 000). Параметры источника ио-
низации: температура источника ионизации  — 
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/ч.

Условия хроматографического разделения: ко-
лонка ACQUITY UPLC BEH Phenyl (50×2,1  мм, 
1,7  мкм; Waters, Ирландия), температура колон-
ки  — 40 °С, скорость потока подвижной фазы  — 
0,4  мл/мин. Компоненты подвижной фазы: 0,1%-
ный (об.%) раствор муравьиной кислоты в  воде 
(растворитель А) и  0,1%-ный (об.%) раствор му-
равьиной кислоты в  ацетонитриле (раствори-
тель Б). При выполнении всех анализов использо-
вали градиентный режим элюирования. В процессе 
анализа состав подвижной фазы менялся следую-
щим образом (растворитель Б, об.%): 0‒1 мин 15%, 
1‒5 мин 15→30%, 5‒15 мин 30→38%, 15‒15,5 мин 
38→45%, 15,5‒23 мин 45%, 23‒23,5 мин 45→95%.

Обработку полученных результатов проводили 
с помощью программы MassLynx (Waters, США).

Статистическая обработка результатов
Статистическую обработку результатов про-

водили по стандартным методикам. На графиках 

и в таблицах представлены средние арифметиче-
ские значения и  стандартные отклонения (SD), 
рассчитанные по  3  биологическим повторам 
(по 3 чашки или по 3 фиксированных объема био-
логического материала на точку) для каждого сро-
ка, пассажа и  варианта культивирования. Стан-
дартные отклонения менее 10% от величин сред-
них значений на  графиках не  отображали. Бары 
на диаграммах соответствуют максимальным ве-
личинам доверительных интервалов при 95%-ном 
уровне вероятности по t-критерию Стъюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Получение каллусных культур клеток Alhagi 
persarum Boiss. et Buhse

Для определения факторов, влияющих на ин-
тенсивность каллусогенеза верблюжьей колючки, 
использовали различные типы эксплантов и раз-
личные среды культивирования. Экспланты отли-
чались по происхождению (дикорастущее интакт-
ное растение или стерильные проростки) и по ор-
гану, из  которого они были изолированы (для 
интактного растения — листья и фрагменты стеб
ля различной толщины, для проростков — гипо-
котиль, стебель, семядольные листья).

Используемые для каллусогенеза среды раз-
личались по составу углеводов (сахароза или глю-
коза) и  регуляторов роста (НУК, 2,4-Д, кинетин 
и БАП). Известно, что семена Alhagi spp. имеют от-
носительно низкую всхожесть, поэтому для их про-
растания после стерилизации использовали три ва-
рианта сред, различающихся по составу углеводов 
(сахароза или глюкоза) и витаминов. Различий в ин-
тенсивности прорастания на используемых средах 
обнаружено не было. Из образовавшихся пророст-
ков в качестве эксплантов использовали гипокотиль 
(на  5  сутки после прорастания), стебли и  листья 
(через 8 сут после появления первого листа).

Все типы эксплантов A. persarum помещали 
на 6 вариантов сред (см. табл. 2, среды 5‒10) и инку-
бировали около 25 сут. Начало каллусогенеза наблю-
дали на 12–14 сутки. В результате установлено, что 
основным фактором, определяющим интенсивность 
каллусогенеза A. persarum, является происхожде-
ние экспланта. Наиболее интенсивный каллусогенез 
(практически 100%, причем независимо от  соста-
ва используемой среды) наблюдали на  эксплантах, 
полученных из стерильных проростков. У эксплан-
тов от интактных растений результаты были гораз-
до хуже. На эксплантах от листьев и «толстых» ста-
рых стеблей каллусогенез вообще не зарегистриро-
ван. Каллусы образовывались лишь на фрагментах 
тонких молодых зеленых побегов, но интенсивность 
каллусогенеза была не выше 30% (табл. 3).
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Первичный каллус отделяли от остатков рас-
тительных эксплантов и  переносили на  свежую 
питательную среду. Дальнейший цикл выращи-
вания культуры составлял 4–5 недель (30–35 сут). 
В  результате для каждого из  используемых экс-
плантов от стерильных проростков и на всех ис-
пользуемых вариантах сред было получено бо-
лее 20 линий каллусных культур клеток, отлича-
ющихся по  морфологии и  интенсивности роста. 
Большинство полученных линий каллусных куль-
тур имело плотную консистенцию и низкую сте-
пень оводненности клеток (соотношение сухая 
масса клеток/сырая масса клеток было в диапазо-
не 1/8–1/10). Цвет культур был желтоватый и жел-
товато-бурый, иногда коричневый, реже образо-
вывался более рыхлый светлый каллус.

Через 8 циклов субкультиврования для первич-
ного анализа физиологических и  биохимических 
характеристик было отобрано 5 линий каллусных 
культур клеток: Ap1-207, Ap1-208, Ap1-209 (сре-
да 8), Ap2-207 (среда 9) и Ар3-207 (среда 10). Все 
отобранные каллусы были получены из фрагмен-
тов гипокотилей проростков (рис. 2).

Проанализирован прирост выбранных линий 
по  сырой биомассе, повторный анализ провели 

на 25 цикле субкультивирования. Полученные ре-
зультаты для 8  и  25  циклов субкультивирования 
представлены на рис. 3.

Следует отметить, что за полтора года выращи-
вания рост всех линий улучшился в  1,1–1,5  раза, 
что свидетельствует о характерном для клеток рас-
тений in  vitro отборе по  пролиферативной актив-
ности. Для химического анализа полученных кал-
лусных культур была выбрана наиболее стабильная 
по физиологическим показателям линия Ap1-207.

Качественный состав и количество ЖК 
в суммарных липидах клеток каллусных 
культур

В табл. 4 и на рис. 4 представлены результаты 
хроматографического анализа МЭЖК суммарных 
липидов и полный ЖК-состав для линии Ap1-207.

Идентифицировано 19  индивидуальных 
С12‒С24 ЖК, из  которых главными были (>90% 
от суммы ЖК) пальмитиновая, стеариновая, лино-
левая и α-линоленовая кислоты. Суммарное содер-
жание минорных ЖК: лауриновой, миристиновой, 
пентадекановой, гексадеценовых (Δ7‒ и Δ9‒16:1), 
нонадекановой, арахиновой, бегеновой, лигноце-
риновой — не превышало 2%. (табл. 4.)

Та бл и ц а  3
Влияние типа экспланта на интенсивность каллусогенеза A. persarum
The effect of explant type on the intensity of callusogenesis for A. persarum

Эксплант Среда Интенсивность каллусогенеза, %

Интактные растения
«Тонкие» молодые стебли Среды 5–10 12–33
«Толстые» стебли, листья Среды 5–10 —

Стерильные проростки Гипокотиль, стебель, листья Среды 5–10 95–100

a

b

Рис. 2. Каллусные культуры клеток A. persarum линий (слева–направо) Ap1-207, Ap1-208, Ap1-209, Ap2-207, Ар3‑207. 
Фотографии сделаны на 30 сутки 8 цикла (a) и 25 цикла (b) субкультивирования.

Fig. 2. A. persarum callus cell cultures, lines (from left to  right) Ap1-207, Ap1-208, Ap1-209, Ap2-207, Ap3-207. 
The photographs were taken on the 30th day of cycle 8 (a) and cycle 25 (b) of subcultivation.
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Та бл и ц а  4
ЖК-состав суммарных липидов из биомассы каллусной культуры клеток A. persarum (линия Ap1-207) 
на 28 сутки выращивания
Fatty acid composition of total lipids from the biomass of A. persarum callus cell culture (Ap1-207 line) on the 
28th day of subcultivation

Линия
Жирные кислоты, масс.%

16:0 18:0 18:1Δ9 18:1Δ11 18:2Δ9,12 18:3Δ9,12,15 Прочие
Ap1-207 23,4±1,6 21,8±1,6 5,0±0,4 1,6±0,3 14,3±1,0 32,9±0,8 1,0
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Рис. 3. Прирост сырой массы каллусных культур клеток A. persarum. Линии Ap1-207, Ap1-208, Ap1-209, Ap2-207, 
Ар3-207 на 8 и 25 цикле субкультивирования.

Fig. 3. The increase in  fresh weight of  A. persarum callus cell cultures, lines Ap1-207, Ap1-208, Ap1-209, Ap2-207, 
Ap3‑207 for 8th and 25th cycles of subcultivation.

Рис. 4. Разделение метиловых эфиров жирных кислот суммарных липидов из биомассы каллусной культуры клеток 
A. persarum (линия Ap1-207, 28 сутки выращивания) методом ГЖХ-МС. Хроматограмма записана в режиме суммар-
ного ионного тока при регистрации положительных ионов; 17:0 — внутренний стандарт (маргариновая кислота).

Fig. 4. Separation of fatty acid methyl esters of total lipids from the biomass of A. persarum callus cell culture (line Ap1-207, 
28 days of cultivation) by GLC-MS. The chromatogram was recorded in the total ion current mode when registering positive 
ions; 17:0 — an internal standard (margaric acid).
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Суммарные липиды характеризовались вы-
соким содержанием насыщенных кислот, паль-
митиновой (16:0) и  стеариновой (18:0), и  по-
линенасыщенной α-линоленовой (18:3) кисло-
ты  — на  них приходилось около 80% всех ЖК. 
Несмотря на  высокое содержание насыщенных 
ЖК (их доля составляла более 45%), суммарные 
липиды характеризовались достаточно высоким 
значением ИН (1,339±0,011 отн. ед.) (табл. 5), что 
обусловлено главным образом высоким уровнем 
α-линоленовой кислоты.

Следует отметить, что в  литературе, посвя-
щенной исследованиям растений из рода Alhagi, 
практически нет полных сведений о  ЖК-соста-
ве как суммарных липидов, так и  их  отдельных 
классов. Одна из  подобных работ, Nishanbaev 
et al.  [40], посвящена анализу летучих органиче-
ских соединений (эфирным маслам) с  высоким 
содержанием пальмитиновой кислоты.

Исходя из  полученных результатов, можно 
предположить, что высокий уровень насыщен-
ных ЖК, компенсируемый высоким содержани-
ем 18:3 ЖК, может быть обусловлен адаптацией 
клеток к  культивированию при постоянных кон-
тролируемых значениях температуры в пределах 
26±1 оС и влажности в диапазоне 70–75%. В свя-
зи с этим представляет интерес оценить способ-
ность всех полученных каллусных линий адапти-
роваться к  определенным температурам культи-
вирования, сравнить их по эффективности и/или 
скорости процессов десатурации стеариновой 
кислоты, а  также изучить особенности распре-
деления ацилов ЖК  между разными классами 
фосфо- и гликолипидов.

Исследование фитохимического состава 
вторичных метаболитов

Фитохимический анализ полученных кал-
лусных культур проводили методом УЭЖХ 
МС  в  режиме детектирования положительно 

заряженных ионов, так как в  этом случае при 
электрораспылительной ионизации для мно-
гих природных соединений часто наблюдается 
фрагментация (с  образованием характеристи-
ческих осколочных ионов) уже в источнике ио-
низации  [41]. Это позволяет быстро проводить 
структурную идентификацию метаболитов с ис-
пользованием небольшого числа хроматографи-
ческих процедур. На  рис.  5  представлена хро-
матограмма УЭЖХ МС, записанная в  режиме 
полного ионного тока, разделения компонен-
тов водно-спиртового экстракта биомассы ли-
нии Ap1-207 (28  сутки выращивания). Видно, 
что основными в  количественном отношении 
(на  основании интенсивности сигналов соот-
ветствующих хроматографических пиков) были 
9 соединений, которые элюировались с колонки 
в интервале 2–6 мин. В порядке увеличения ги-
дрофобности (время элюирования с хроматогра-
фической колонки с обращенной фазой) эти сое-
динения обозначены номерами 1–9.

Структурную идентификацию соединений 
проводили на  основании расшифровки резуль-
татов масс-спектрометрии (фрагментации про-
тонированных молекул в  источнике ионизации), 
анализа относительного хроматографического 
поведения соединений и сопоставления этих ре-
зультатов с данными литературы [42–44]. Резуль-
таты идентификации представлены в табл. 6.

Общий анализ масс-спектров обнаруженных 
соединений позволяет распределить их  на  три 
группы: соединения 1, 4–7 (группа 1), соединение 
2 (группа 2), соединения 3, 8 и 9 (группа 3). Для 
каждой из этих групп метаболитов наблюдаются 
общие особенности масс-спектров.

В  масс-спектрах соединений 1, 4–7  при-
сутствуют два интенсивных сигнала, разность 
между значениями m/z  которых составляет 
248  Да. Например, в  масс-спектре соединения 
1  присутствуют сигналы с  m/z  533,1  и  285,1. 

Та бл и ц а  5
Cодержание и структурная характеристика суммарных липидов в пересчете на этерифицированные 
ЖК из биомассы каллусной культуры клеток A. persarum (линия Ap1-207) на 28 сутки выращивания, 
индекс их ненасыщенности, олеоил- и линелоилдесатуразные отношения
Content and structural characteristics of total lipids in terms of esterified FA from biomass of A. persarum callus 
cell culture (Ap1-207 line) on the 28th day of subcultivation, their unsaturation index, oleoyl- and lineloyl-
desaturase ratios

Линия
Содержание липидов

ИН ОДО ЛДО
мг/г сырой массы клеток мг/г сухой массы клеток

Ap1-207 1,1±0,1 18,8±2,1 1,339±0,011 0,88±0,01 0,70±0,02

Примечание: ИН ‒ индекс ненасыщенности, ОДО — олеоилдесатуразное отношение, ЛДО — линелоилдесатуразное отношение.
Note: The unsaturation index and oleoyl desaturase and lineloyl desaturase ratios are present.
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На  основании данных литературы  [42–44] 
сигналы молекулярных ионов с  наибольши-
ми значениями m/z  могут быть идентифици-
рованы как протонированные молекулы со-
ответствующих соединений ([M+H]+). Сиг-
налы с  наименьшим значением m/z, по  всей 

видимости, соответствуют осколочным ио-
нам, образующимся из  [M+H]+ в  источни-
ке ионизации в  результате нейтральной по-
тери ацилированного малоновой кислотой 
остатка глюкозы (нейтральная потеря 248  Да, 
C9H12O8)  [45]. Справедливость идентификации 

Та бл и ц а  6
Идентификация компонентов водно-спиртового экстракта биомассы каллусной культуры клеток 
A. persarum (линия Ap1-207, 28 сутки выращивания)*
Identification of the components of the aqueous-alcoholic extract of the biomass of A. persarum callus cell culture 
(line Ap1-207, 28 days of cultivation)*

Номер 
пика tR, мин

Масс-спектры, m/z
Результаты идентификации

[M+H]+ [M+Na]+ [Агликон+H]+

1 2,81 533,1 555,1 285,1
[M+H-Glc-Mal]+ Каликозин-7-O-Glc-O-Mal

2 3,33 431,1 453,1 269,1
[M+H-Glс]+ Формононетин-7-O-Glc

3 3,70 285,1 307,1 — Каликозин

4 4,21 517,1 539,1 269,1
[M+H-Glc-Mal]+ Формононетин-7-O-Glc-O-Mal

5 4,68 547,1 569,1 299,1
[M+H-Glc-Mal]+ Изоафрормозин-7-O-Glc-O-Mal

6 4,79 533,1 555,1 285,1
[M+H-Glc-Mal]+ Глицитеин-7-O-Glc-O-Mal

7 5,03 519,1 541,1 271,1
[M+H-Glc-Mal]+ Генистеин-7-O-Glc-O-Mal

8 5,38 269,1 291,1 — Формононетин
9 5,50 299,1 321,1 — Изоафрормозин

*Примечание: tR — время удерживания на хроматографической колонке, мин; результаты масс-спектрометрии представлены 
как величина m/z для указанных ионов; Glc — остаток глюкопиранозы; Mal — остаток малоновой кислоты.
*Note: tR — retention time, min; data of mass spectra are indicated as m/z values for detected ions; Glc — glucopyranose residue; 
Mal — malonic acid residue.
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Рис.  5. Анализ состава водно-спиртового экстракта биомассы каллусной культуры клеток A. persarum (линия 
Ap1‑207, 28 сутки выращивания) методом УЭЖХ МС (колонка ACQUITY UPLC BEH Phenyl (50×2,1 мм, 1,7 мкм; 
Waters, Ирландия)). Хроматограмма записана в режиме полного ионного тока при регистрации положительных ио-
нов. 1‒9 — пики идентифицированных соединений (см. табл. 6).

Fig. 5. Analysis of the composition of an aqueous-alcoholic extract of the biomass of A. persarum callus cell culture (line 
Ap1-207, 28 days of cultivation) by UPLC MS. The chromatogram was recorded in the full ion current mode when registering 
positive ions. 1–9 — peaks of identified compounds (see tab. 6).
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молекулярного иона  [M+H]+ подтверждается 
наличием в  масс-спектрах обнаруженных сое-
динений ионов-аддуктов [M+Na]+. Полученные 
результаты позволяют предположить, что сое-
динения 1, 4‒7  имеют структуру малонилиро-
ванных глюкозидов изофлавонов. По  всей ви-
димости, в качестве агликонов этих гликозидов 
выступают следующие изофлавоны  [42–44]: 
каликозин для гликозида 1, формононетин для 
гликозида 4, изомер афрормозина для гликози-
да 5, глицитеин для гликозида 6  и  генистеин 
для гликозида 7.

В масс-спектре положительных ионов соеди-
нения 2  присутствуют два интенсивных сигна-
ла, которые были идентифицированы как [M+H]+ 
и  образующийся из  него в  результате нейтраль-
ной потери остатка глюкозы (нейтральная потеря 
C6H10O5, 162 Да) осколочный ион. Таким образом, 
данный гликозид имеет структуру глюкозида фор-
мононетина. В  пользу этого вывода свидетель-
ствует относительное хроматографическое пове-
дение гликозида 2  — элюируется с  обращенной 
фазы колонки раньше советующего эфира с мало-
новой кислотой (гликозид 4) [42, 44].

Соединения 3, 8 и 9 советуют изофлавонам ка-
ликозину, формононетину и изомеру афрормози-
на. В масс-спектрах этих соединений присутству-
ет один интенсивный сигнал [M+H]+.

Таким образом, все обнаруженные соедине-
ния относятся к группе изофлавонов. Эти вторич-
ные метаболиты широко распространены среди 
растений семейства Fabaceae [46]. Однако у пред-
ставителей рода Alhagi spp. изофлавоны встреча-
ются редко [19, 47, 48]. В частности, в доступной 
литературе отсутствуют данные о наличии мало-
нилированных гликозидов изофлавонов у  расте-
ний Alhagi spp.

В  результате проведенной работы показа-
но, что источник экспланта является важным 
фактором, влияющим на  инициацию каллу-
сов A. persarum. Наиболее интенсивный кал-
лусогенез вне зависимости от  состава исполь-
зуемой питательной среды был получен в  ос-
новном на  эксплантах из  различных органов 
стерильных проростков, а  не  интактных рас-
тениий. Обнаруженная закономерность мо-
жет быть обусловлена спецификой существо-
вания вида Alhagi spp.: экстремальные условия 
температуры (высокие значения и  резкая сме-
на — как циркадная, так и сезонная) и влажно-
сти. Это может способствовать формированию 
клеточных механизмов устойчивости большин-
ства клеток интактного растения в  «ущерб» 
их пролиферативному потенциалу, который ва-
жен для формирования каллусов. Однако эта 

гипотеза, безусловно, требует эксперименталь-
ного подтверждения.

В результате анализа содержания суммарных 
липидов в  каллусах A. persarum показано, что 
практически половина всех ЖК  клеток in  vitro 
представлена насыщенными кислотами: пальми-
тиновой и стеариновой, — а треть — полинена-
сыщенной α-линоленовой кислотой. Такой нети-
пичный состав ЖК может быть обусловлен адап-
тацией клеток к  культивированию in  vitro при 
постоянных контролируемых значениях темпера-
туры и влажности.

Установлено, что в культивируемых in vitro 
клетках A. persarum сохраняется способность 
к образованию вторичных метаболитов. В этих 
клетках обнаружены соединения, относящиеся 
к  различным структурным группам изофлаво-
нов. Идентифицированы агликоны (каликозин, 
формононетин, изомер афрормозина), глюкози-
ды (глюкозид формононетина), а  также эфиры 
глюкозидов (малонилгликозиды каликозина, 
формононетина, изомера афрормозина, глици-
теина и  генистеина). Обнаруженные вторич-
ные метаболиты широко распространены среди 
растений семейства Fabaceae, однако у  пред-
ставителей Alhagi spp. изофлавоны встречают-
ся редко. Присутствие малонилированных гли-
козидов изофлавонов у растений Alhagi spp. по-
казано впервые.

Полученные результаты согласуются с  вы-
двинутым нами ранее предположением о специ-
фике вторичного метаболизма в клетках высших 
растений в  системе in  vitro. Необходимо отме-
тить, что идентификация обнаруженных соеди-
нений носит скрининговый характер и  для бо-
лее строгого структурного и  количественного 
описания обнаруженных соединений и выясне-
ния закономерностей их  накопления в  культу-
рах клеток A. persarum требуются дополнитель-
ные исследования.
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Abstract–The physiological characteristics of  the callus cell cultures of Alhagi persarum Boiss 
et Buhse, a member of the legume family, widely used in folk medicine, have been studied. It was shown 
that the source of the explant was an important factor in the initiation of callusogenesis: more intense 
callusogenesis (almost 100%) was observed for explants from various organs of sterile seedlings, rather 
than intact plants (less than 30%). As a result, more than 20 lines of morphologically different callus 
cell cultures were obtained, and the growth parameters for the 5 most intensively growing lines were 
determined. The composition of fatty acids (FA) of total lipids and secondary metabolites in the most 
physiologically stable callus line Ap-207 was analyzed. Using capillary gas-liquid chromatography 
with mass spectrometric detection (GLC-MS), 19 individual C12–C24 FAs were identified, the main 
fraction of which were palmitic (~ 23%), stearic (~ 22%), linoleic (~ 14%) and α-linolenic (~ 33%) 
acids. The established atypical ratio of FAs (a simultaneous high content of both saturated FAs and 
polyunsaturated α-linolenic acid) is possibly due to the adaptation of cells to in vitro growth conditions. 
Phytochemical analysis of the secondary metabolites was carried out using ultra-performance liquid 
chromatography with electrospray ionization mass spectrometric detection (UPLC MS). Compounds 
belonging to different structural groups of isoflavones were found. Aglycones (calycosin, formononetin 
and afrormosin isomer), glucosides (formononetin glucoside), as  well as  esters of  glucosides 
(malonylglycosides of  calicosin, formononetin, afrormosin isomers, glycitein and genistein) were 
detected. These secondary metabolites are widespread in  plants of  the Fabaceae family; however, 
isoflavones are rare in representatives of  the Alhagi genus. The presence of malonylated isoflavone 
glycosides in Alhagi spp. was shown for the first time.
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