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Проведено комплексное исследование влияния 0.1 пМ мелатонина, 1.0 нМ селенита натрия ( )
и их смеси на морфогенез и метаболизм у двух линий клеточной культуры Saussurea orgaadayi
(Khanm.) Krasnob. Показаны фенотипические различия культур, полученных от разных эксплан-
тов: гипокотилей и семядолей. Гипокотильная линия клеточной культуры (ГКК) характеризова-
лась большим числом и большими размерами крупных клеток по сравнению с семядольной ли-
нией (СКК). Установлено, что ростовые процессы у каллусных культур связаны с особенностями
их метаболизма. Активно растущая ГКК отличалась большим содержанием пролина (2.5-кратно) и
экдистерон-подобного соединения (2.3-кратно), повышенной интенсивностью перекисного окис-
ления липидов (ПОЛ) (2-кратно) и меньшим содержанием флавоноидов (Фл). В то время как у СКК
отмечали 3-кратно больший уровень Фл и меньший уровень других соединений. Экзогенный мела-
тонин увеличивал ростовой индекс по сырой массе (РИ) у обеих культур до 20 суток, тогда как 
повышал РИ у СКК на 20–25 сутки и не менял его у ГКК по сравнению с контролем. Совместное
действие факторов повышало РИ, начиная с 15 суток больше у ГКК, чем у СКК. Мелатонин и 
регулировали функционирование антиоксидантной системы в клетке. Мелатонин понижал интен-
сивность ПОЛ и повышал содержание пролина у обеих линий. Влияние  было менее эффек-
тивным, чем влияние мелатонина. Совместное действие факторов на интенсивность ПОЛ снижа-
лось, а на содержание пролина повышалось относительно действия мелатонина у СКК, тогда как у
ГКК эффективность действия комбинации факторов совпадало с эффективностью мелатонина.
Высказано предположение о дифференцированном изменении дыхания клеточной культуры, как
источника АФК, под действием мелатонина и .
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ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время известно о широком рас-

пространении мелатонина (N-ацетил-5-меток-
ситриптамина) в царствах животных, растений и
грибов [1]. И если функции этого индоламина у жи-
вотных и человека исследованы достаточно по-
дробно, то его роль в растениях остается открытой.

Несмотря на общего предшественника (L-трип-
тофана) и сходство по строению с индолил-3-ук-
сусной кислотой (основополагающим фитогор-
моном), мелатонин характеризуется особыми
свойствами. Возможно, являясь амфипатической
молекулой, он может воздействовать на свобод-
ные радикалы, как в гидрофильной, так и в липо-
фильной среде [2]. Он может напрямую влиять на
внутриклеточные процессы, при этом изменяя
окислительный статус клетки. В тоже время он
может связываться с рецепторными молекулами,
запуская каскад вторичных мессенджеров [3].
Мелатонин выступает в качестве двойного анти-
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Сокращения: ГКК – гипокотильная линия клеточной куль-
туры; МДА – малоновый диальдегид; ПОЛ – перекисное
окисление липидов; РИ – ростовой индекс; СКК – семя-
дольная линия клеточной культуры; Фл – флавоноиды;
APX – аскорбатпероксидаза;  – селенит натрия;
SOD – супероксиддисмутаза.
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оксиданта, поскольку может сам удалять разные
виды активных форм кислорода (АФК), а также
увеличивать активность антиоксидантной систе-
мы клетки, состоящей из неферментативных и
ферментативных компонентов. Показано влияние
мелатонина на разных этапах онтогенеза растений
(прорастание семян, развитие корней, старение
листьев, цветение, формирование семян и созре-
вание плодов) [1]. Установлена способность мела-
тонина регулировать ИУК-зависимые ростовые
реакции колеоптилей пшеницы и проростков Ara-
bidopsis в темноте и на селективном свету [4]. Мела-
тонин является важным модулятором экспрессии
генов, контролирующих разные аспекты клеточной
активности: формирование гормонального стату-
са, клеточной стенки, фотосинтетического потен-
циала и т.д. [5]. Он также участвует в формирова-
нии защитных механизмов при действии абиоти-
ческих стрессоров [6]. Эффективность действия
мелатонина на фотосинтетические процессы за-
висит от его концентрации. С увеличением кон-
центрации экзогенного мелатонина от 0.1 пМ до
1.0 мкМ, используемого для корневой обработки,
уменьшалось время последействия для активации
фотосинтеза, транспирации и устьичной прово-
димости листа огурца [7].

Сложность определения всех функций индола-
мина в растении заключается в том, что растения
часто содержат его большие количества, чем жи-
вотные. Можно было объяснить этот факт его син-
тезом в хлоропластах наравне с митохондриями,
но видоспецифичность в содержании мелатонина
усложняет однозначную интерпретацию [8, 9].
Кроме того, большинство моделей, с помощью
которых изучаются функции мелатонина, представ-
лены интактными проростками и растениями, по-
лучающими мелатонин через корень или лист и
имеющими комплексное строение. Это усложняет
установление действующих концентраций веществ,
поскольку известно о буферной емкости корней и
структур побега. В ходе транспорта веществ они
подвергаются компартментализации или модифи-
кации, что имеет значение для обмена веществ и
его регуляции.

Удобной моделью для выяснения механизмов
регулирования роста клеток растения разнооб-
разными экзогенными факторами являются культу-
ры клеток in vitro. Перспективными для практики
служат растения, содержащие биологически актив-
ные вещества, среди которых можно выделить виды
рода Saussurea DC. Соссюрея оргаадай (горькуша
оргаадай) – травянистое многолетнее растение из
семейства Сложноцветные (Asteraceae), эндемик
Юго-Восточного Алтая, Юго-Западной Тувы и
Северо-Западной Монголии [10]. Она является
редким видом, имеющим статус – уязвимый вид,
и внесена в Красные книги Республики Тыва и
Республики Алтай. Статус редкости связан с умень-
шением численности особей популяций вследствие

чрезмерного использования или изменений среды
обитания. В настоящее время ограничены сведе-
ния о химическом составе видов рода Saussurea DC.
Известно, что во всех описанных видах соссюрей
содержатся фенольные соединения (флавонои-
ды, кумарин, фенолкарбоновые кислоты, дубиль-
ные вещества). В ряде видов обнаружен сескви-
терпеновый лактон, относящийся к гваянолидам –
цинаропикрин [11]. Ранее нами показано присут-
ствие в культуре клеток S. orgaadayi терпеноидных
сапонинов [12].

Ограничены сведения о влиянии мелатонина
на рост отдельных клеток. Вызывает интерес сов-
местное действие мелатонина с другим веществом
с антиоксидантной активностью – селеном [13].
Согласно нашим данным, селен регулирует мор-
фогенез и метаболизм однодольных и двудольных
растений in vivo и каллусной клеточной культуры
S. orgaadayi in vitro [14, 15, 12].

В связи с этим целью нашей работы явилось
изучение роли мелатонина, селенита натрия и их
смеси в регуляции роста и окислительного статуса
гипокотильной и семядольной линий каллусной
клеточной культуры Saussurea orgaadayi (Khanm.)
Krasnob.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объектом исследования служили две линии
клеточной культуры Saussurea orgaadayi (Khanm.)
Krasnob. Впервые клеточная культура S. orgaadayi
получена на кафедре физиологии растений и био-
технологии Томского государственного универ-
ситета под руководством проф. Р.А. Карначук на
среде Мурасиге-Скуга, содержащей 0.8 мг/л 2,4-Д
и 0.5 мг/л 6-БАП [16].

В качестве эксплантов для получения культур
использовали семядоли и гипокотили пророст-
ков, соответственно этому линии названы семя-
дольная и гипокотильная (рис. 1а, б). Для харак-
теристики клеточных культур двух линий изучали
особенности их роста и метаболизма (содержание
суммы флавоноидов и экдистерона).

Каллусную культуру клеток S. orgaadayi выра-
щивали на твердой питательной среде Мурасиге-
Скуга (МС-среда), содержащей сахарозу и витами-
ны (контроль), или МС-среда + 0.1 пМ мелатонин,
или МС-среда + 1.0 нМ  и МС-среда + 0.1 пМ
мелатонин + 1.0 нМ  (опыт). Выбор низких
концентраций экзогенных веществ обусловлен
самим объектом исследований – культурой расти-
тельных клеток. Она легко поглощает экзогенные
вещества и не имеет хорошо развитых буферных си-
стем тканевого (организованный апопласт) или
органного (сосуды, запасающие ткани и др.)
уровней нативного растения. Растительную куль-
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туру культивировали в темноте при влажности
60–70% и температуре воздуха 20–23°С.

В ходе исследований изучали влияние экзо-
генных мелатонина и селенита натрия по отдель-
ности и в смеси на рост и морфологию (форму,
линейные размеры и объем клеток, ростовой ин-
декс по сырой массе) и биохимические парамет-
ры (интенсивность перекисного окисления ли-
пидов, содержание пролина) клеточной культуры
S. orgaadayi двух линий. Данные, касающиеся ки-
нетики роста, собирали через 5 суток в течение
25 суток. Интенсивность перекисного окисления
липидов и содержание пролина измеряли на
25 сутки культивирования для двух линий S. orga-
adayi, что позволило оценить окислительный ста-
тус изучаемых культур в фазу активного роста.

Метод определения размеров клеток. Для опре-
деления размеров клеток использовали световую
микроскопию и видеокамеру с программой “Moti-
cam 2300” (Испания). Перед цитологическим ана-
лизом проводили фиксацию клеточной культуры с
помощью фиксатора Кларка в течение 2 суток, за-
тем клеточный материал дважды промывали 70%
раствором этилового спирта, и оставляли в новой
порции этого раствора для долговременного хране-
ния. Микропрепараты готовили из предварительно
отмацерированных каллусных тканей. Мацерацию
проводили в 3 N растворе соляной кислоты при
встряхивании, время мацерации зависело от вре-
мени субкультивирования от 8 до 24 ч, так более
молодые культуры требовали меньше времени ма-
церации. Измеряли длину (L) и ширину (D) кле-

ток. Объем клеток (V) высчитывали по формулам,
предложенным Ю. А. Цельникер (1978) [17].

При L/D ≤ 2.5 рассчитывали V по формуле эл-
липсоида вращения:

(1)

При отношении L/D > 5 рассчитывали V по
формуле цилиндра:

(2)

При L/D > 2.5, но L/D < 5 рассчитывали V по
формуле цилиндра с использованием коэффици-
ентов k, зависящих от L/D (3), например, при L/D =
= 2.6 k = 0.69; при L/D = 3.4 k = 0.78; при L/D =
= 4.2 k = 0.89 и т.д.:

(3)

Интенсивность перекисного окисления липидов
(ПОЛ) установили спектрофотометрическим ме-
тодом по накоплению малонового диальдегида
(МДА). Метод основан на способности МДА реа-
гировать с тиобарбитуровой кислотой при нагре-
вании и образовывать окрашенный комплекс,
количество которого оценивали по оптической
плотности раствора при длине волны 532 нм, со-
гласно ранее описанной методике [7].

Определение содержания пролина в клеточной
культуре проводили в свежем растительном мате-
риале с помощью метода Bates с соавт. (1973), ос-
нованного на реакции с нингидрином в кислой
среде, которая идет с образованием окрашенного

( )24 3 2 2 .V L D= π

= π × 21 4 .V D L

= π × 21 4 .V D L k

Рис. 1. Морфология и цвет каллуса клеточной культуры S. orgaadayi семядольной (а) и гипокотильной (б) линий на
стадии активного роста, семядольной линии (в, г, д) на питательной среде без (в) и с мелатонином в концентрации
0.001 пМ (г) и 0.1 пМ (д) на 25 сутки культивирования.

1 см

1 см

(а) (б)

(в) (г) (д)
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продукта, имеющего максимум поглощения при
длине волны 520 нм, согласно ранее описанной
методике [7].

Количественное определение суммы флавонои-
дов в клеточной культуре в пересчете на рутин в

исследуемом экстракте проводили согласно ра-
нее описанной методике [15]. Метод основан на
реакции комплексообразования с хлоридом алю-
миния в уксуснокислой среде с использованием
спектрофотометрии (Genesys 10S UV–Vis, “Ther-
moScientific”, США) при длине волны 414 нм.

Количественное определение экдистерона в кле-
точной культуре. Навеску сухой массы клеточной
культуры S. orgaadayi (10 г) экстрагировали в тече-
ние 12 ч при температуре 60°C 70% этиловым спир-
том в соотношении 1 : 10 (m/V) с модификацией по
Якубовой с соавт. [18]. Отфильтрованный экстракт
упаривали до минимального объема. Разделение
фракций осуществляли тонкослойной хроматогра-
фией на пластинках “Sorbfil UV-254”. После цен-
трифугирования экстрактов сорбента измеряли
оптическую плотность при длине волны 242 нм
на фоне элюата холостого опыта (контроль). Рас-
чет осуществляли по формуле:

(4)= × × × − ×st 1 3 st 2% ( 100 100) ( (100 ) 1000)xХ С D V V D V a h

где Dx − оптическая плотность исследуемого рас-
твора; Dst − оптическая плотность раствора стан-
дартного образца; Сst − концентрация раствора
стандартного образца, мг/мл; V1 − объем элюата,
мл; V2 − объем исследуемого раствора, нанесен-
ного на хроматограмму, мл; V3 − объем экстраген-
та, мл; а − навеска, г; h – содержание влаги в рас-
тительном материале, %.

Для сравнения независимых выборок, подчи-
няющихся закону нормального распределения,
использовали параметрический критерий Стью-
дента. Значения t-критерия находили для 95%
уровня значимости (Р ≤ 0.05). В статье использо-
вано 3 биологических повторности (чашки Пет-
ри) по 9 каллусов, то есть по 27 каллусов на вари-
ант. На рисунках представлены средние арифме-
тические (М) биохимических параметров (n = 9) с
двухсторонними доверительными интервалами
(М ± 1.96 SEM).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Характеристика клеточных культур,

полученных на основе разных эксплантов

Клеточные культуры S. orgaadayi, полученные на
основе разных эксплантов – семядолей и гипокоти-
лей проростков, характеризовались разными тем-
пами роста и имели разный уровень вторичных ме-
таболитов. Ростовой индекс по сырой массе (РИ)
семядольной линии клеточной культуры (СКК)
колебался от 0.091 до 1.015 соответственно в тече-
ние периода от 5 до 25 суток субкультивирования.
Максимальный прирост биомассы приходился на
10 сутки. РИ гипокотильной линии клеточной
культуры (ГКК) изменялся от 0.271 до 2.420 в этот

же период культивирования. Максимальный при-
рост биомассы приходился на 20–25 сутки.

Исследование уровня вторичных метаболитов
показало трехкратное превышение суммы флаво-
ноидов у СКК по сравнению с ГКК, что соответ-
ствовало 0.026 ± 0.006 и 0.008 ± 0.002% к сухой
массе (табл. 1). Определение экдистерон-подоб-
ных соединений установило, что у СКК их содер-
жание составило 0.012 ± 0.001% от сухой массы,
тогда как в ГКК отмечено двукратное увеличение
уровня соединения этого типа – 0.029 ± 0.005% от
сухой массы.

Влияние мелатонина и селена
на рост клеточной культуры

СКК характеризовалась менее интенсивным
приростом сырой массы в первые 5 суток субкуль-
тивирования (рис. 2а, 1), чем ГКК (рис. 2б, 1).
В связи с этим РИ ГКК трехкратно превышал та-
ковой у СКК. Затем темпы прироста сырой массы
культур сохранялись приблизительно на одном
уровне, но начиная с 20 суток, РИ ГКК увеличи-
вался в 2 раза.

Мелатонин оказывал 2.5-кратное увеличение
РИ СКК на 10 сутки субкультивирования и под-
держивал высокий уровень скорости роста на
протяжении всего периода роста относительно
контроля (рис. 2а, 2). При этом на 20 сутки, в пе-
риод стационарной фазы роста контрольного ва-
рианта СКК (рис. 2а, 1), мелатонин 3-кратно уве-
личивал РИ. Стимулирующее действие мелато-
нина на РИ ГКК также проявлялось, начиная с
10 суток и поддерживалось на уровне 50, 30 и 50%
соответственно на 10, 15 и 20 сутки относительно
контроля. На 25 сутки мелатонин снижал интен-

Таблица 1. Содержание вторичных метаболитов у раз-
ных линий клеточной культуры S. orgaadayi на 25 сутки
субкультивирования.

Различия между средними значениями, отмеченные разны-
ми буквами, статистически значимы при P ≤ 0.05

Линия
Содержание суммы 

флавоноидов,
% к сухой массе

Содержание 
экдистерона,

% к сухой массе

СКК 0.026 ± 0.006a 0.0124 ± 0.0006b

ГКК 0.008 ± 0.002b 0.0287 ± 0.0046a
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сивность роста на 20% по сравнению с контролем
(рис. 2б, 2).

Действие  было эффективно в первые 5 су-
ток и последние 20–25 сутки субкультивирования
СКК и соответственно составило 70% и 40–70% по
сравнению с контролем (рис. 2а, 3). В то время
как у ГКК на начальном этапе субкультивирова-
ния (5 сутки) отмечено 2-кратное торможение ро-
ста, а в последующем одинаковая с контролем ди-
намика РИ (рис. 2б, 3).

Совместное действие мелатонина и  уве-
личивало прирост РИ СКК в среднем в 1.7–
2.0 раз относительно контроля (рис. 2а, 4), что
было меньше эффективности мелатонина на 50%
(10 и 15 сутки) и 100% (20 сутки). В то же время
эффективность двух факторов у ГКК составила от
1.24 до 2.36 раз по сравнению с контролем, что
было выше результативности действия мелатони-
на на РИ на 10% (10 и 20 сутки), 45% (25 сутки) и
112% (15 сутки) (рис. 2б, 4).

Цитологический анализ показал, что прирост
биомассы клеточной культуры в процессе суб-
культивирования был обусловлен размерами клеток
и их долей к общему количеству измеренных клеток.
В общей массе отмацерированных клеток выделяли
мелкие, средние и крупные клетки. К разряду “мел-
ких” клеток относили клетки с меньшим объемом в
пределах от 1 до 10 тыс. мкм3, к “средним” – клетки
с объемом от 11 до 90 тыс. мкм3, и “крупным” –
остальные клетки от 91 тыс. мкм3 (например, до
600 тыс. мкм3 на 20 сутки у ГКК).

2
3SeO −

2
3SeO −

В контрольном варианте СКК на 5 сутки отмече-
но максимальное число средних клеток (рис. 3в, С)
и много мелких. На 10 сутки увеличивалась доля
средних паренхимных клеток и размеры крупных
клеток, на 20–25 сутки происходило увеличение до-
ли крупных клеток и их размеров и отсутствие мел-
ких клеток, что свидетельствовало о преимуще-
ственном растяжении (рис. 3а, 3в). Мелатонин уве-
личивал клеточное деление на 5 и 20 сутки по
сравнению с контролем, поскольку возрастала
доля мелких клеток. На 10–15 сутки увеличивался
объем крупных клеток.  увеличивал долю
средних и крупных клеток на 5 сутки по сравне-
нию с контролем, с последующим снижением до-
ли средних и увеличением доли крупных клеток
до 15 суток, однако на 25 сутки доля мелких клеток
вновь увеличивалась. Совместное действие мелато-
нина и  уменьшило долю мелких клеток в на-
чальной стадии субкультивирования, но увеличило
с 15 по 25 сутки, что отражалось на биомассе в этот
период.

Прирост РИ ГКК, вероятно, был обусловлен
увеличением размеров крупных клеток, начиная
с 5 суток, при этом увеличивалась доля крупных
клеток, по сравнению с СКК (рис. 3б, 3г). Суще-
ственный прирост РИ на 20 сутки был обусловлен
увеличением размеров и доли крупных клеток.
Мелатонин увеличивал долю средних клеток на
10–15 сутки, а в дальнейшем и крупных. 
увеличивал долю средних клеток и уменьшал объем
клеток на 5 и 20 сутки, что обусловливало в эти
сутки снижение прироста биомассы относительно

2
3SeO −

2
3SeO −

2
3SeO −

Рис. 2. Динамика ростового индекса по сырой массе каллусной культуры S. orgaadayi семядольной (а) и гипокотиль-

ной (б) линий в зависимости от мелатонина (Мел), селенита натрия ( ) и их смеси: 1 – контроль, 2 – 0.1 пМ Мел,

3 – 1.0 нМ , 4 – 1.0 нМ  + 0.1 пМ Мел.
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контроля. Совместное действие экзогенных факто-
ров увеличивало долю мелких клеток на 5 сутки и
индуцировало их образование на 20–25 сутки. Свя-
зано ли это с делением клеток или торможением
их роста еще предстоит установить.

Влияние мелатонина и селенита натрия
на интенсивность перекисного окисления липидов

Оценка окислительного статуса двух линий
каллусных культур контрольного варианта пока-
зала накопление МДА в количестве 0.010 ± 0.002
и 0.023 ± 0.003 мкмоль/г сырой массы соответ-
ственно у СКК и ГКК линий, что свидетельство-
вало о разной интенсивности ПОЛ (рис. 4а). Дей-

ствие экзогенных факторов на культуру изменяло
интенсивность ПОЛ. При обработке мелатони-
ном данный показатель уменьшался на 64% у
СКК и 30% у ГКК. В то же время  был менее
эффективным, чем мелатонин, удаление АФК
составило 9% у первой культуры, и 17.4% – у вто-
рой (рис 4а). Совместное действие веществ обу-
словливало снижение интенсивности ПОЛ на
45% у СКК и 26% у ГКК.

Влияние мелатонина и селенита натрия
на аккумуляцию пролина в клеточной культуре
Отмечена специфичность линий по содержанию

пролина у контрольных вариантов. Наибольшее со-

2
3SeO −

Рис. 3. Динамика размеров (а, б) и частоты встречаемости (в, г) клеток каллусной культуры Saussurea orgaadayi семя-

дольной (а, в) и гипокотильной (б, г) линий в зависимости от мелатонина (Мел), селенита натрия ( ) и их смеси:
К – крупные клетки, М – мелкие клетки, С – средние клетки.
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держание пролина (1.48 ± 0.06 мкмоль/г сырой мас-
сы) отмечено у ГКК по сравнению с СКК (0.59 ±
± 0.02 мкмоль/г сырой массы).

Действие экзогенных веществ повышало уро-
вень пролина в клеточных культурах (рис. 4б).
Мелатонин увеличивал пролин на 59% у СКК и
45% у ГКК. Эффективность  была ниже и
составила соответственно 49 и 39%. Совместное
действие мелатонина и  повышало уровень
антиоксиданта. У СКК увеличение составило 93%,
тогда как у ГКК – 52% относительно соответству-
ющего контрольного варианта.

ОБСУЖДЕНИЕ

В результате наших исследований установлено,
что клеточные культуры S. orgaadayi, полученные на
основе разных эксплантов (гипокотили, семядоли),
имели разные скорости роста и биохимические па-
раметры. Так, ГКК отличалась большими размера-
ми клеток и большей скоростью роста РИ, по срав-
нению с СКК. Активно растущая ГКК характеризо-
валась на 25 сутки субкультивирования большим
содержанием пролина (2.5-кратно) и экдистерон-
подобных соединений (2.3-кратно), большей ин-
тенсивностью ПОЛ (2-кратно) и меньшим содер-
жанием суммы флавоноидов (Фл). В то же время
СКК, имеющая 3-кратно большее содержание Фл,
характеризовалась меньшей интенсивностью ПОЛ
(табл. 1), что согласовалось с известной антиок-
сидантной функцией Фл [19].

Концентрации экзогенного мелатонина, при-
меняемые в представленном эксперименте, были
выбраны на основе обнаруженной нами ранее до-

2
3SeO −

2
3SeO −

зо-зависимой эффективности индоламина при
растяжении клеток колеоптилей пшеницы в при-
сутствии экзогенной ИУК [4]. Было изучено дей-
ствие экзогенных гормонов в диапазоне от 0.0001
до 1000 нМ. При комплексном влиянии мелато-
нин (Мел) оказал большее рост-стимулирующее
действие в концентрации 0.1 пМ, чем в концентра-
ции 1.0 мкМ. Увеличение концентрации мелато-
нина в смеси с ИУК (ИУК + 1.0 мкМ Мел) снижа-
ло их совместный эффект на 40 и 20% по сравне-
нию с ИУК + 0.1 пМ Мел соответственно при
концентрациях 0.1 и 1.0 мкМ ИУК. Кроме того,
при выборе концентрации экзогенного мелато-
нина для регуляции роста клеточной культуры
исходили из положения, что для жизнедеятельно-
сти меристематических клеток, которыми явля-
ются большинство клеток каллуса в начале суб-
культивирования, требуются низкие концентра-
ции веществ. В связи с этим было опробировано
действие мелатонина в сверхнизких концентрациях
0.001 и 0.1 пМ. Клеточные культуры, выращивае-
мые на МС-среде с мелатонином, на протяжении
всего времени субкультивирования оставались од-
нородного светло-желтого цвета, что свидетель-
ствовало об отсутствии некротических явлений
(рис. 1г, д). Наиболее эффективной была среда с
0.1 пМ мелатонином (рис. 1д), что определило ее
дальнейшее использование в ходе эксперимента.

Длительное сохранение жизнедеятельности
клеток могло быть обусловлено антиоксидантны-
ми свойствами мелатонина, удаляющего свобод-
ные радикалы (гидроксильный радикал, оксид
азота, пероксинитрит) [2], тем самым, поддержи-
вая функционирование структурных компонентов
клеток и задерживая старение [20]. В работе Zhao с

Рис. 4. Влияние мелатонина, селенита натрия и их смеси на содержание малонового диальдегида (а, МДА) и пролина (б)
у каллусной клеточной культуры двух линий на 25 сутки субкультивирования: 1 – контроль, 2 – 0.1 пМ мелатонин,

3 – 1.0 нМ , 4 – 1.0 нМ  + 0.1 пМ мелатонин. Различия между средними значениями, отмеченные разными
буквами, статистически значимы при P ≤ 0.05.
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соавт. [20] установлено, что предварительная обра-
ботка каллусов Rhodiola crenulata мелатонином пе-
ред криоконсервацией улучшает выживаемость
каллусов и защищает их ткани от окислительного
повреждения.

Анализ динамики ростового индекса двух куль-
тур горькуши контрольных вариантов показал, что
ГКК отличалась от СКК более продолжительным
и активным ростом, кривая РИ к 25 суткам не вы-
ходила на плато. Действие мелатонина повышало
темпы роста клеточных культур. Особенно нагляд-
но показана активация роста РИ у СКК на 20 сутки
(рис. 2а, 2), что совпадало по времени с периодом
стационарной фазы в кинетике РИ у контрольного
варианта СКК (рис. 2а, 1).

Выход на плато кривой РИ СКК и замедление
прироста биомассы под влиянием мелатонина с
20 по 25 сутки (рис. 2а, 2) зависели от изменения
роста клеток, прежде всего преобладающего рас-
тяжения более мелких клеток (рис. 3в, М), при ко-
тором увеличивалась доля средних клеток за счет
уменьшения доли мелких клеток (рис. 3в, С, М),
таким образом, несмотря на растяжение клеток,
они оказывали меньший вклад в общую биомассу
культуры. У ГКК стабильный прирост РИ с 20 по
25 сутки (рис. 2б, 2) под влиянием мелатонина со-
провождался увеличением доли крупных клеток
(рис. 3г, К) за счет уменьшения доли клеток сред-
него класса (рис. 3г, С) и уменьшения среднего
объема крупной клетки (рис. 3б, К).

Клеточные культуры отличались по чувстви-
тельности к . Культура с большим ростовым
потенциалом (ГКК), которая в норме (контроле)
формировала более крупные клетки, уменьшала
размеры крупных клеток под действием . В
то же время СКК с меньшим объемом крупных
клеток в присутствии  увеличивала размеры
клеток этой группы.

Для растений пролин является метаболитом,
обладающим осмопротекторными и антиокси-
дантными свойствами [21, 22]. Экзогенные мела-
тонин и селенит натрия увеличивали уровень
пролина в клеточных культурах, который мог
обусловливать снижение их окислительного ста-
туса, поскольку наблюдали отрицательную связь
между уровнем пролина (рис. 4б) и уровнем ин-
тенсивности ПОЛ (рис. 4а). Другими авторами
показано, что увеличение внутриклеточной кон-
центрации пролина изменяло редокс-баланс и
активность супероксиддисмутазы (SOD) и аскор-
батпероксидазы (APX) у клеток суспензионной
культуры Thellungiella salsuginea [22]. В условиях
окислительного стресса, вызванного действием
Н2О2, в культуре клеток Th. salsuginea экзогенный
пролин способствовал снижению уровня ПОЛ и
повышению количества живых клеток. Экзоген-
ный пролин в присутствии Н2О2 повышал актив-
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ность APX и общую активность SOD в клеточ-
ной культуре. По аналогии с данными других ав-
торов [22] повышение уровня пролина в клеточной
культуре горькуши можно рассматривать как
один из механизмов проявления антиоксидант-
ных свойств экзогенных факторов. Но поскольку
уровень пролина повышался приблизительно
одинаково, то отличия по интенсивности ПОЛ
могли быть обусловлены другими свойствами мо-
лекул мелатонина и . Например, известно,
что мелатонин сам обладает высокой антиокси-
дантной активностью, поскольку и он и его про-
дукты окисления являются антиоксидантами [23].
Они действуют как естественные доноры электро-
нов. Мелатонин, генерируя каскад радикалов –
продуктов окисления, таких как β-гидроксиме-
латонин, циклический β-гидроксимелатонин или
циклический мелатонин и N1-ацетил-N2-формил-
5-метоксикинурамин, вносит свой вклад в дальней-
шую ликвидацию АФК. В связи с этим, подобная
способность делает мелатонин эффективным в
защите клетки от окислительного стресса даже в
малых дозах. Кроме того, мелатонин увеличивает
активность SOD и гваякол-пероксидазы [7]. Се-
лен в низких концентрациях увеличивает актив-
ность SOD, каталазы, APX и глутатион-редукта-
зы, содержание аскорбата [13, 14, 24]. Антиокси-
дантные свойства  могут проявляться также
через его способность регулировать вторичный
метаболизм растений, увеличивая уровень анти-
оксидантов Фл [14].

Проявление осмопротекторной роли пролина
наблюдалось у СКК и ГКК при увеличении РИ
(рис. 2а, б) в процессе их культивирования. Боль-
шему уровню пролина в контрольном варианте
ГКК соответствовал и больший прирост биомас-
сы по сравнению с СКК. О важной роли пролина
в увеличении биомассы каллуса и суспензионной
культуры (свежей и сухой массы) отмечали и дру-
гие авторы [21].

Особенности роста клеток каллусных культур
могли быть связаны с динамикой метаболизма
пролина, поскольку известно, что он играет важ-
ную роль в регуляции общего синтеза белка и кле-
точного цикла растительной клетки [25]. У мутан-
та pro1 кукурузы с нарушенным ферментом Pro1
(P5CS2), катализирующим синтез пролина из
глутамата в цитозоле, отмечают дефицит проли-
на, снижение экспрессии генов циклинов и дру-
гих генов, связанных с клеточным циклом, оста-
новку клеточного цикла при переходе от фазы G1
к S и подавление пролиферации клеток. Из этого
следует, что наибольший прирост биомассы ГКК
по сравнению с СКК в нашем эксперименте, ве-
роятно, был обусловлен большим уровнем про-
лина, который мог выступать источником азота и
энергии, поскольку в митохондриях происходит
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его разложение до глутамата с высвобождением
энергии в форме FADH2 и NAD(P)H.

Эффективность действия мелатонина на уро-
вень МДА (снижение интенсивности ПОЛ) у
СКК составила 64%, что в 2 раза выше, чем у ГКК
(рис. 4а, 2). Это могло быть связано с повышени-
ем других антиоксидантов, например, Фл, как это
показано для культуры клеток Fagonia indica [26].
В тоже время  оказывал существенно мень-
ший эффект в регуляции интенсивности ПОЛ у
СКК по сравнению с мелатонином. Торможение
интенсивности ПОЛ у ГКК под действием 
составило 17.5%, что в 2 раза эффективнее, чем у
СКК. Совместное действие экзогенных факторов
уменьшало интенсивность ПОЛ, но с меньшей
эффективностью, чем отдельно действующий ме-
латонин, у СКК и равной эффективностью мела-
тонину у ГКК. Следует ожидать, что подобные
эффекты  и смеси веществ связаны с акти-
вацией метаболических процессов, вызывающих
увеличение продукции АФК.

В клеточной культуре S. orgaadayi, выросшей в
темноте, исключено образование АФК хлоропла-
стами. Наиболее вероятными производителями
АФК являются митохондрии, в которых основ-
ными местами для генерации  служат комплекс I,
убихинон и комплекс III электрон-транспортной
цепи [27]. В связи с этим интенсивность росто-
вых процессов клеток зависит от согласованно-
сти их с функционированием органелл и анти-
оксидантных защитных систем, среди которых
называют SOD, полифенолы, аскарбат, глутати-
он, фуростаноловые гликозиды, удаляющих су-
пероксид анион [2, 28]. Мелатонин может изме-
нять интенсивность метаболических процессов,
прежде всего дыхания, поскольку Wan с соавт. [29]
обнаружили, что этот индоламин вызывает изме-
нения в профилях экспрессии генов, связанных с
гликолизом, циклом трикарбоновых кислот, цик-
лом глиоксиловой кислоты, метаболизмом пер-
вичного азота и катаболизмом нескольких ключе-
вых аминокислот.

Различия в антиоксидантном действии мела-
тонина и  могли быть связаны также с их
влиянием на разные пути утилизации альдегидов.
Волковой с соавт. [28] показана зависимость фи-
зиологического состояния клеток суспензионной
культуры диоскореи дельтовидной от их антиок-
сидантного статуса. В процессе культивирования
клеток альдегиддегидрогеназный путь с максиму-
мом на 14 сутки преобладал над альдегидредук-
тазным.

Анализируя активность мелатонина и , не-
обходимо также помнить, что при культивировании
каллусной культуры в питательную среду добавляли
экзогенные фитогормоны ауксин (3.6 мкМ 2,4 Д) и
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цитокинин (2.2 мкМ 6-БАП). Действие дополни-
тельных факторов накладывает отпечаток на их
функционирование. Ранее нами показано взаи-
модействие мелатонина и ИУК в регулировании
роста отмытых от фитогормонов этиолированных
колеоптилей пшеницы [4]. Мелатонин усиливал
эффективность действия экзогенной ИУК на рас-
тяжение клеток. Другими авторами также установ-
лено, что комбинация мелатонина и ауксина (наф-
тилуксусной кислоты) увеличивала накопление
биомассы в больших количествах, чем один мела-
тонин [30]. При этом совместное действие этих
веществ повышало содержание общего белка и
протеазную активность в культурах Prunella vul-
garis L. (Selfheal). Взаимодействие мелатонина и
ИУК в ходе регуляции ростовых процессов про-
является также через изменение экспрессии ге-
нов, контролирующих модификацию и рост кле-
точной стенки, транспорт и гомеостаз ИУК [5].

Наблюдения за ростом клеток разных линий
клеточных культур S. orgaadayi показали, что мела-
тонин увеличивает объем клеток на начальных
этапах субкультивирования (5, 15 сутки) у СКК и
на последних этапах (20–25 сутки) – у ГКК. Дей-
ствие мелатонина поддерживает на высоком
уровне РИ, что свидетельствует об активности
ростовых процессов клеточной культуры. Сле-
довательно, если мелатонин может выполнять
рост-регулирующие функции, то он может быть
использован вместе с ИУК при культивирова-
нии клеток.

Таким образом, нами показано, что экзоген-
ный мелатонин увеличивал РИ по сырой массе у
обеих культур до 20 суток, тогда как  повы-
шал РИ у СКК на 20–25 сутки и не менял его у
ГКК по сравнению с контролем. Совместное дей-
ствие факторов повышало РИ, начиная с 15 суток
больше у ГКК, чем у СКК. Мелатонин и селенит
натрия регулировали функционирование антиок-
сидантной системы в клетке. Мелатонин пони-
жал интенсивность ПОЛ и повышал содержание
пролина у обеих линий. Действие  было ме-
нее эффективным, чем мелатонина. Совместное
действие факторов на интенсивность ПОЛ сни-
жалось, а на содержание пролина повышалось от-
носительно действия мелатонина у СКК, тогда
как у ГКК эффективность действия комбинации
факторов совпадало с эффективностью мелато-
нина. Высказано предположение о дифференци-
рованном изменении дыхания клеточной культу-
ры, как источника АФК, под действием мелато-
нина и .

Статья написана в рамках научного проекта,
выполненного при поддержке Программы повы-
шения конкурентоспособности ТГУ.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов. Настоящая статья не содержит каких-
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либо исследований с участием людей и животных
в качестве объектов исследований.
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