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Род Taxus (тис) является источником ряда фармацевтически ценных веществ, в частности пакли-
таксела (таксола) – сложного дитерпеноидного соединения с мощным противоопухолевым дей-
ствием (коммерческое название – Taxol®). Паклитаксел является одним из самых успешных пре-
паратов в химиотерапии, благодаря своему специфическому действию на подавление пролифера-
ции опухолевых клеток в опухолях путем стабилизации их микротрубочек. Мировой спрос на
таксол составляет 800–1000 кг в г., и этот показатель ежегодно увеличивается на 20%. Растущая по-
требность в паклитакселе и его производных и, как следствие, дефицит растительных ресурсов для
их получения, сделал соединения таксанового ряда одним из наиболее важных объектов для разра-
ботки биотехнологических способов их производства. Из всех возможных методов получения так-
сола (из дикорастущих или выращенных на плантациях деревьев, полный химический синтез или
полусинтез, использование культур клеток тиса, технологии метаболической инженерии, исполь-
зование эндофитных грибов тиса) наиболее многообещающим представляется промышленное вы-
ращивание культур клеток Taxus spp. В представленном обзоре проведен анализ работ, посвящен-
ных изучению вторичного метаболизма в дедифференцированных клетках in vitro разных видов тиса
и возможностям промышленного применения культур клеток для получения таксоидов. Выявлен
ряд закономерностей, характерных для культур клеток Taxus spp.: для цитофизиологических аспек-
тов – сложность получения культур клеток, их низкие ростовые характеристики, специфические
среды и условия культивирования; для фитохимических аспектов – отличия, по сравнению с ин-
тактными растениями, в качественном составе и количественном содержании вторичных метаболитов,
которые обусловлены спецификой культуры клеток как биологической системы; образование преиму-
щественно С14-гидроксилированных, но не С13-гидоксилированных таксоидов; возможность повыше-
ния уровня содержания таксоидов – в том числе коммерчески ценных (паклитаксела, бакатина III) с
применением различных подходов (элиситация, стрессовые воздействия, двухфазное культивирование
и ряд других); для биотехнологических аспектов – возможность промышленного выращивания культур
клеток тиса; наличие нескольких успешных производств (Германия, Республика Корея).
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ВВЕДЕНИЕ

Род Taxus, широко известный как тис, отно-
сится к голосеменным растениям семейства Taxa-
ceae. Тис является источником фармацевтически
ценных соединений, в частности противоопухо-
левого препарата Taxol® (паклитаксел) [1].

Паклитаксел – это один из самых успешных
препаратов в химиотерапии, годовой объем его
продаж в 2000 г. превысил 1.5 миллиарда долларов
США. Однако история его применения имела

много сложностей, и в ряде случаев он был прак-
тически отброшен как лидирующий препарат
(низкая растворимость в воде, структурная слож-
ность, отсутствие большого и возобновляемого за-
паса ресурсов для получения чистого вещества) [2].

Мировой спрос на таксол составляет 800–
1000 кг в г., при этом показатель растет со скоро-
стью 20% ежегодно. Содержание паклитаксела в
коре тиса находится на уровне 0.01–0.03%, при этом
для полного режима противоопухолевого лечения
требуется до 2 г чистого вещества. Высокий спрос
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на растение в сочетании с низким накоплением
целевого соединения и медленным ростом дерева
привели к риску полного уничтожения многих
видов рода Taxus [3].

Первоначально для получения паклитаксела
осуществлялся сбор коры тихоокеанских тисов
(T. brevifolia Nutt.). Однако из-за ограниченной
доступности целевого соединения (0.01% от су-
хого веса коры), медленного роста растения и
запрета на экспорт растительного продукта (по-
скольку удаление коры в массовом порядке при-
водит к гибели дерева) спрос на альтернативные
источники противоопухолевого вещества зна-
чительно возрос. К альтернативным способам
получения таксола можно отнести плантацион-
ные посадки, полный химический синтез, полу-
синтез (химический синтез из баккатина III и
10-деацетилбаккатина III), культуры клеток
in vitro Taxus spp., создание продуцентов (в том
числе бактериальных и грибных) методами ме-
таболической инженерии, использование эндо-
фитных грибов тиса [4, 5].

В 1991 г. начали изучать микроорганизмы –
эндофиты T. brevifolia в поисках гриба или бакте-
рии, которые могли бы продуцировать паклитак-
сел de novo. Несмотря на способность эндофитных
грибов тиса продуцировать целевое соединение,
скорость образования и концентрация вещества
оставались очень низкими [5, 6].

В 1994 г. впервые было сообщено о полном
химическом синтезе паклитаксела [5]. Считает-
ся, что его биосинтез в растении включает при-
близительно 19–20 стадий [7–9]. Паклитаксел
представляет собой сложную молекулу, содер-
жащую более 11 хиральных центров и уникаль-
ную химию оксетанового кольца, его полный
органический синтез до сих пор не привел к ка-
ким-либо экономически эффективным спосо-
бам получения соединения. Промежуточный
продукт паклитаксела, 10-деацетилбаккатин III,
был химически модифицирован для получения
полусинтетической версии таксола в 1990 г. и
использовался в качестве основного пути постав-
ки соединения компанией Bristol Myers Squibb
более десяти лет [5, 10].

Культуры клеток Taxus spp. считаются много-
обещающим способом производства высокока-
чественного растительного сырья для выделения
паклитаксела [8]. В 1991 г. был выдан первый па-
тент на суспензионную культуру клеток T. brevifo-
lia для получения таксола (заявленный выход со-
единения – 1–3 мг/л). В 1995 г. компания Phyton
Biotech лицензировала свой процесс производ-
ства вещества для Bristol Myers Squibb. В настоя-
щее время мировые поставки паклитаксела осу-
ществляются компанией Phyton Biotech (Герма-
ния) [11].

Целью настоящего обзора является рассмотре-
ние основных закономерностей вторичного мета-
болизма в культуре клеток Taxus spp.

СИСТЕМАТИКА И РАСПРОСТРАНЕНИЕ 
РАСТЕНИЙ РОДА Taxus

Род Taxus – это хвойные деревья или кустар-
ники семейства Taxaceae высотой 3–9 м, редко до
25 м. Разные виды тиса широко распространены
во влажных лесах умеренной зоны по всему миру,
особенно на Тихоокеанском и Атлантическом по-
бережьях, в районах Великих озер Северной Аме-
рики, в Западной, Северной и Южной Европе, Ал-
жире, на юго-востоке России, в Восточном Китае,
Непале, Бирме, Лаосе, Таиланде, Вьетнаме, Ира-
не, на островах Суматра и Целебес [12, 13].

T. baccata L. был первым видом тиса, который
описан Карлом Линнеем в 1753 г. На сегодняшний
день по морфологическим признакам выделяют
24 вида и 55 разновидностей рода Taxus [12, 13].

Виды подразделяются на три группы по разли-
чиям в эпидермальных и устьичных признаках
листьев. Группа Wallichiana с 11 видами встреча-
ется от центральных Гималаев до Индонезии и
Филиппин, в Северной Америке (на северо-западе
Тихого океана) и от Мексики до Центральной Аме-
рики с изолированным появлением во Флориде;
группа Baccata с 9 видами – в умеренной Евра-
зии, Северной Африке и восточной части Се-
верной Америки; группа Sumatrana с 4 видами пе-
рекрывается по распространению с Wallichiana в
Азии, но отсутствует в Северной Америке [12, 14].

Несмотря на то, что 24 вида и 55 разновидно-
стей таксона можно различить по морфологиче-
ским признакам, данная классификация остается
спорной. Более консервативный систематический
подход признает только 7–11 видов, которые вы-
деляются по географическим границам: T. baccata,
T. brevifolia, T. canadensis Marshall., T. chinensis Rehd.,
T. cuspidata Siebold. et Zucc. ex Endl., T. floridana
Nutt. ex Chapm., T. fauna Nan Li & RR Mill,
T. globosa Schltdl., T. mairei S.Y.Hu, T. sumatrana de
Laub. и T. wallichiana Zucc. [12–15].

ВТОРИЧНЫЕ МЕТАБОЛИТЫ Taxus spp.

Из разных видов тиса было выделено более
500 таксоидов (таксанов) – дитерпеноидных соеди-
нений специфичного строения, а также “таксино-
вые алкалоиды”, флавоноиды и лигнаны. Основ-
ными вторичными метаболитами Taxus spp. явля-
ются таксаны. Наиболее знаменитым соединением
этой группы считается паклитаксел, который был
впервые выделен из коры T. brevifolia в 1971 г. [10].
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Таксоиды (таксаны)

Классификация таксанов включает 11 типов
соединений и основана на расположении их коль-
цевых систем. Обычные таксаны 6/8/6 (цифры ука-
зывают размер каждого кольца) имеют линейную
трициклическую кольцевую систему. Другие три-
циклические кольцевые системы обнаружены в
11(15→1)-абеотаксанах (5/7/6), 11(15→1), (10→9)-
диабеотаксанах (5/6/6) и 2(3→20)-абеотаксанах
(6/10/6). Тетрациклические кольцевые системы
характерны для 3,11-циклотаксанов (6/5/5/6) и
14,20-циклотаксанов (6/8/6/6). 3,11:12,20-дицик-
лотаксаны (6/5/5/5/6) и 3,11:4,12-дициклотакса-
ны (6/5/5/4/6) имеют пентациклические скелеты.
Гексациклическая кольцевая система содержится
в 3,11:4,12:14,20-трициклотаксанах (5/5/4/6/6/6).
Бициклические кольцевые системы являются ти-
пичными для 3,8-секотаксанов (6/12) и 11,12-се-
котаксанов (8/6) [10, 16].

Метаболиты с кольцевой системой 6/8/6 (но-
менклатура основана на количестве атомов угле-
рода в кольцах A, B и C) представляют собой наи-

более распространенный класс таксанов и имеют
349 известных структур, встречающихся в роде
Taxus. Обыкновенные таксаны 6/8/6 подразделя-
ются на 12 подгрупп в зависимости от функцио-
нальных групп, присоединенных к таксановому
ядру. Большинство 6/8/6-таксанов (11 подгрупп)
оксигенированы или гидроксилированы в С-13
положении, только одна подгруппа включает так-
соиды, оксигенированные по С-14 (эти соедине-
ния не имеют функциональной группы в положе-
нии С-13). Паклитаксел относится к 6/8/6-таксанам
с оксетановым кольцом и фенилизосериновой бо-
ковой цепью в C13-положении (рис. 1). Метаболи-
ты с кольцевой системой 5/7/6 (11(15→1)-абео-
таксаны) представляют собой еще один много-
численный класс таксанов, для представителей
рода Taxus известно около 127 структур [10, 16].

6/8/6-таксаны и 11(15→1)-абеотаксаны были
обнаружены у всех исследованных видов тиса.
2(3→20)-абеотаксаны встречаются у всех видов
рода Taxus, кроме трех: пока не обнаружены у T. bre-
vifolia, T. chinensis и T. wallichiana. Секотаксаны
были охарактеризованы у T. canadensis, T. chinen-

Рис. 1. Химические структуры вторичных метаболитов растений Taxus spp.: (а) – паклитаксел (С13-гидроксилирован-
ный таксоид) [10]; (б) – таксуюннанин С (С14-гидроксилированный таксоид) [10]; (в) – таксифолин (флавоноид) [20];
(г) – таксирезинол (лигнан) [17]; (д) – таксин B (таксиновый алкалоид) [22].
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sis, T. cuspidata, T. mairei и T. sumatrana. Циклотак-
саны обнаружены в T. baccata, T. canadensis, T. cus-
pidata и T. yunnanensis Cheng et L.K.Fu. Диабео-
таксаны выделены только из трех видов тиса:
T. sumatrana, T. wallichiana и T. yunnanensis [10, 16].

Предполагается, что классы таксанов с неболь-
шим числом представителей, как правило, встреча-
ются у меньшего числа видов рода Taxus. Кроме
того, низкие концентрации некоторых классов
таксанов могут быть еще одной причиной того
факта, что они не были обнаружены у большин-
ства видов тиса [10, 16].

Формирование дитерпеноидного скелета так-
соидов начинается с образования изопентенил-
дифосфата и диметилаллилдифосфата в пласти-
дах по 2-C-метил-D-эритритол-фосфатному пути
(МЕР-пути). Путем циклизации геранилгеранил-
дифосфата таксадиенсинтазой образуется такса-
диен (основная структура таксанового кольца).
В дальнейшем таксановое кольцо проходит через
ряд окислительных модификаций, реакций аце-
тилирования и гидроксилирования, превращаясь
в полноценное соединение. Путь биосинтеза так-
сола и подобных ему таксоидов имеет прибли-
зительно 19–20 стадий и в нем участвуют по-
рядка 16 ферментов [9].

Фенольные соединения
В Taxus spp. содержится целый ряд лигнанов.

Из тисов выделено около 50 соединений этого
класса, включая неолигнаны и несколько терпе-
нолигнанов. В частности, в T. wallichiana были об-
наружены изолиовил, конидендрин, матаирези-
нол, таксирезинол, (–)-секоизоларицирезинол,
изотаксирезинол, (−)-7′-О-метилтанегол, формо-
занол, (+)-тсугацеталь, α-интермедианол, оксаби-
циклоокталигнан, ланцеолатанин. Пять лигнанов,
которые являются димерными фенилпропаноида-
ми, были идентифицированы у T. baccata: ларици-
резинол, 3′-деметилизоларицирезинол-9′-гидрок-
сиизопропиловый эфир, таксирезинол и 3-деме-
тилизоларицирезинол (рис. 1) [17, 18].

В разных видах тиса также встречается целый
спектр флавоноидов. В растениях Taxus spp. обнару-
жены сциадопитизин, аментофлавон, гинкгетин,
лютеолин, таксифолин, апигенин, изорамнетин,
робустафлавон и др. У разных видов тиса ветви и
листья представляют большой интерес из-за на-
личия в них значительных количеств изокверцит-
рина, кверцитрина, билобетина и сциадопитизи-
на [19]. Четырнадцать флавоноидов были иденти-
фицированы с поверхности игл T. baccata, среди них
доминировали 3-О-рутинозид мирицетин, 3-О-ру-
тинозид кверцетин и кверцетин. Непосредствен-
но из хвои T. baccata были выделены 3-О-рутино-
зиды кверцетина, 7-О-глюкозиды кемпферола и
кверцетина, мирицетин, кверцитин и кемпферол
(рис. 1) [20, 21].

Таксины (“таксиновые алкалоиды”)

Все части растений Taxus spp., за исключением
ариллуса, ядовиты как в свежем, так и в высушен-
ном виде, из-за наличия в них “таксиновых алка-
лоидов” − таксинов. По современной классифи-
кации таксины являются псевдоалкалоидами, так
как представляют собой соединения, образован-
ные из безазотистых полигидроксильных дитер-
пенов (таксицинов) этерифицированных с β-диме-
тиламино-β-фенилпропионовой и уксусной кисло-
тами. Существуют две основные группы таксинов:
группа таксина А и группа таксина В. Структур-
ный аналог таксина А, 2-деацетилтаксин А, был
выделен из листьев T. baccata в 1994 г. Предвари-
тельная структура таксина В была впервые описа-
на в 1986 г., но молекулярные и структурные фор-
мулы не были выяснены до 1991 г. Изотаксин B,
структурный изомер таксина B, присутствует в
качестве основного компонента в алкалоидных
фракциях разных видов тиса (рис. 1) [22].

БИОЛОГИЧЕСКАЯ АКТИВНОСТЬ 
ВТОРИЧНЫХ МЕТАБОЛИТОВ Taxus spp.

Биологическая активность таксоидов

Паклитаксел (таксол) является противоопухо-
левым препаратом, оказывающим влияние на
стабилизацию микротрубочек, и представляет со-
бой широко используемое химиотерапевтическое
средство при многочисленных видах рака. Меха-
низмы действия таксола, связанные с ингибиро-
ванием роста опухоли, могут действовать на раз-
ных уровнях – он инициирует каскад сигнальных
путей, приводящих к запрограммированной ги-
бели клеток; может регулировать экспрессию
определенных микроРНК, связанных с прогрес-
сированием рака; оказывает множество положи-
тельных влияний на модуляцию иммунного отве-
та посредством регуляции хемокинов, цитокинов
или иммунных клеток [5]. В отличие от других ту-
булин-связывающих противоопухолевых препа-
ратов, которые предотвращают сборку тубулина в
микротрубочки, паклитаксел способствует сбор-
ке тубулина в микротрубочки и предотвращает их
диссоциацию, что приводит к стабилизации мик-
ротрубочек на G2-М этапе клеточного цикла,
блокируется их деполимеризация в растворимый
тубулин и происходит подавление пролиферации
клеток [23].

Паклитаксел был открыт в 1971 г. и после се-
рии клинических испытаний Управление по са-
нитарному надзору за качеством пищевых про-
дуктов и медикаментов США (FDA) одобрило
его для лечения запущенного рака яичников в
1992 г. С тех пор таксол широко применяется в
химиотерапии рака молочной железы, колорек-
тального рака и плоскоклеточного рака мочево-
го пузыря. Кроме того, он был использован при
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лечении таких заболеваний, как рак головы и
шеи, мелкоклеточный и немелкоклеточный рак
легких и саркомы Капоши, ассоциированной со
СПИДом [23].

В настоящее время, помимо таксола, суще-
ствует ряд его полусинтетических вариантов, а
именно доцетаксел и кабазитаксел, которые так-
же широко используются в качестве химиотера-
певтических средств [24].

Биологическая активность 
фенольных соединений

Лигнаны тиса обладают противоопухолевым по-
тенциалом. Таксирезинол, выделенный из T. walli-
chiana, проявлял подобную активность в отноше-
нии рака яичников, толстой кишки, молочной
железы и печени в системе in vitro. Три лигнана
(секоизоларицирезинол, таксирезинол и изотакси-
резинол), выделенные в качестве основных компо-
нентов из древесины T. yunnanensis, были оценены
на их антипролиферативную активность в отно-
шении клеточных линий рака толстой кишки мы-
ши и фибросаркомы человека, среди протестиро-
ванных соединений наибольшая активность на-
блюдалась у секоизоларицирезинола в случае с
фибросаркомой [17].

Было показано, что изотаксирезинол и секо-
изоларицирезинол из древесины T. yunnanensis,
обладают мощной активностью по удалению ради-
калов DPPH и значительным ингибирующим дей-
ствием в отношении продукции оксида азота. Оба
лигнана предотвращают повреждение печени, вы-
званное D-галактозамином/липополисахаридом,
путем ингибирования апоптоза гепатоцитов через
блокирование TNF-α и выработку IFN-γ [17].

Изотаксирезинол, секоизоларицирезинол и так-
сирезинол были протестированы на их гипоглике-
мическое действие. В дозе 100 мг/кг (внутривен-
но) изотаксирезинол снижал уровень глюкозы в
крови натощак у крыс с диабетом на 34.5%, в то
время как секоизоларицирезинол и таксирезинол
снижали его на 33.4% и 20.9%, соответственно.
Лигнаны T. baccata проявляли умеренное ингиби-
рование бутирилхолинэстеразы и липоксигена-
зы, которые играют роль в патогенезе болезни
Альцгеймера [17].

Высокая антирадикальная активность была про-
демонстрирована для флавоноидов из T. wallichiana,
T. cuspidata, T. baccata. Хвоя T. baccata оказывает ге-
патопротекторную, транквилизирующую и седа-
тивную активности, что предположительно связа-
но с бензодиазепиноподобным действием обна-
руженных в ней флавоноидов. Сциадопитизин
демонстрировал нейропротекцию против по-
вреждений в первичных кортикальных нейронах,
вызванных Aβ-белком [20, 21, 25–27].

Биологическая активность 
“таксиновых алкалоидов”

Изменения сердечной деятельности после ин-
токсикации тисом приписывают главным образом
действию “таксиновых алкалоидов”, влияющих на
проницаемость натрия и кальция в клетках миокар-
да (блокируют натриевые и кальциевые каналы).
Таксины нарушают натрий-калиевый транс-
порт и приводят к увеличению цитоплазмати-
ческого кальция в клетках, что стимулирует воз-
никновение и прогрессирование опасной для
жизни формы аритмии. Сначала наблюдается по-
явление головокружения, мидриаза, тошноты, рво-
ты, боли в животе, тахикардии и судорог, за которы-
ми следуют брадикардия, паралич, диастолическая
остановка сердца и смерть [28]. Таксиновые алка-
лоиды всасываются через пищеварительный тракт
очень быстро, и признаки отравления проявля-
ются через 30–90 минут [29]. При введении так-
сина В как in vivo, так и in vitro было показано, что
он более кардиотоксичен, чем таксин А. Меха-
низм действия таксина В напоминает антиарит-
мические препараты класса I, такие как флекаи-
нид, прокаинамид и хинидин [22].

КУЛЬТУРЫ КЛЕТОК Taxus spp. 
И СПЕЦИФИКА ОБРАЗОВАНИЯ 

В НИХ ВТОРИЧНЫХ МЕТАБОЛИТОВ
Получение культур клеток Taxus spp.

Для получения культур клеток высших расте-
ний наиболее сложными объектами являются
хвойные деревья. Для Taxus spp. ситуация ослож-
няется высокой вероятностью наличия в экс-
плантах значительного количества вторичных
метаболитов, многие из которых достаточно ток-
сичны [30].

Каллусная культура клеток тиса (Т. baccata)
впервые была получена в 1973 г. В дальнейшие го-
ды многие исследователи проводили работы по оп-
тимизации условий каллусогенеза и выращивания
полученных культур клеток разных видов тиса, при
этом особое внимание обращали на выбор экс-
планта, методов его стерилизации, оптимизации
состава сред и условий культивирования [1, 4, 31].

В ряде работ была обнаружена зависимость ча-
стоты и эффективности каллусообразования от
фенологического состояния донорного растения,
при этом были получены неоднозначные резуль-
таты. В одном случае максимальная частота кал-
лусогенеза при использовании в качестве экс-
планта хвои T. baccata и T. canadensis была отмече-
на для растительного материала, собранного в
июле – августе, тогда как при использовании
хвои, собранной весной (март – апрель) и осенью
(сентябрь – ноябрь), частота каллусообразования
снижалась в три раза, а время до начала формиро-
вания каллуса увеличивалось в два раза [31]. В дру-
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гом исследовании лучшие результаты были полу-
чены с “зимними” эксплантами (январь), по срав-
нению с летними (июль). Авторы связывают
зависимость эффективности каллусообразования
от фенологического состояния донорного расте-
ния с различным уровнем содержания фенольных
соединений в эксплантах – в “зимней” хвое их су-
щественно меньше [32].

Многие авторы отмечают, что “потемнение”
каллусов, вызванное образованием значительно-
го количества фенольных соединений при полу-
чении культур клеток тиса наблюдается достаточ-
но часто [33]. Это может приводить к гибели клеток,
и требует специальных мер для предотвращения
данного процесса.

В ряде работ для инактивации свободных фе-
нолов и улучшения роста каллусов в питательную
среду добавляли антиоксиданты – аскорбиновую
кислоту (10–100 мг/л) или поливинилпирроли-
дон (0.1–0.5%), а также сорбенты – активирован-
ный уголь (0.1–1.0%). Результаты экспериментов
с несколькими видами тиса показали, что добавле-
ние поливинилпирролидона препятствовало по-
темнению питательной среды, но лишь незначи-
тельно уменьшило некротизацию каллуса; введе-
ние в среду активированного угля в 3–4 раза
уменьшало степень некротизации каллуса по
сравнению с контролем, но в 7 раз снижало часто-
ту каллусообразования; добавление аскорбино-
вой кислоты в 2 раза уменьшило некротизацию
экспланта и первичного каллуса и увеличило ско-
рость роста каллуса [31].

Наиболее важными компонентами питатель-
ной среды, определяющими каллусогенез, явля-
ются фитогормоны. Во многих работах проводи-
ли исследования влияния гормонального состава
сред на частоту каллусообразования. В частности,
для хвои T. baccata используемой в качестве экс-
планта наибольшая эффективность каллусогенеза
отмечена на среде Гамборга с добавлением 2 мг/л
2,4-Д и на среде Весткотта для хвойных растений с
добавлением α-нафтилуксусной кислоты (α-НУК,
4 мг/л) и БАП (0.5 мг/л) [31]. Однако из анализа
доступных источников, можно заключить, что
оптимального гормонального состава среды для
каллусогенеза Taxus spp. не определено; для каждо-
го случая желателен его индивидуальный подбор.

Суспензионные культуры клеток Taxus spp. в
основном получают путем переноса первичного
каллуса в жидкую питательную среду, при этом
они состоят преимущественно из мелких агрега-
тов клеток. В ряде работ отмечается высокая сте-
пень изменчивости по параметрам роста и физио-
логическим характеристикам суспензионных куль-
тур клеток, полученных из каллусных культур, а
также из однотипных эксплантов растений раз-
ных видов [1, 4, 8].

Оптимизация выращивания 
культур клеток Taxus spp.

Эффективность процессов культивирования
in vitro в значительной степени определяется пра-
вильным выбором питательной среды [30]. Как
для каллусных, так и для суспензионных культур
клеток различных видов рода Taxus, в большин-
стве работ не было на первом этапе получено вы-
сокопродуктивных линий, которые можно было
бы использовать сразу для промышленной про-
дукции паклитаксела. Ранние исследования по-
казали, что клетки Taxus spp. in vitro могут синтези-
ровать таксол и подобные ему таксоиды при опти-
мизированных условиях. В каллусной культуре
T. baccata, который был выращен на среде Мураси-
ге и Скуга с различными регуляторами роста, было
выявлено восемь аналогов паклитаксела [1, 2, 8].

Стандартным приемом повышения продуктив-
ности культур клеток является отбор линий, харак-
теризующихся высоким содержанием таксола. Ос-
новной проблемой при использовании этого под-
хода для культур клеток тиса является медленный
прирост биомассы. По данным ряда авторов, удво-
ение биомассы культур клеток T. brevifolia и T. cus-
pidata происходит к 14–20 сут., что в 5–6 раз ни-
же, по сравнению с большинством других культур
клеток [8, 34].

Существенное влияние на рост и биосинтез
целевых соединений в культурах клеток оказыва-
ет состав углеводов в питательной среде. В ряде
исследований изучали эффект концентрации угле-
водов на формирование таксоидов в клетках in vitro
Taxus spp. В результате работ было получено со-
держание таксола на уровне 0.02% на сухой вес
клеток, что вполне сопоставимо с концентрацией
этого соединения в коре интактных растений. От-
мечено, что различные углеводы по-разному вли-
яют на синтез паклитаксела в культуре клеток тиса,
который усиливается при использовании фруктозы
и подавляется глюкозой [1, 8].

В результате многочисленных исследований, в
ряде лабораторий получены каллусные и суспен-
зионные культуры клеток различных видов Taxus
с удовлетворительными ростовыми характеристи-
ками [35]. Эффективные в отношении продукции
различных таксоидов культуры клеток тиса получе-
ны из растений видов: T. baccata, T. media (гибрид
T. baccata и T. cuspidata), T. cuspidata, T. brevifolia,
T. chinensis, T. globosa, T. wallichiana [1, 4, 8, 36, 37].

Следует отметить, что культурам клеток Taxus
spp. принадлежит своеобразный рекорд, достой-
ный книги рекордов Гиннесса – несколько хоро-
шо растущих культур были получены от растения
T. baccata, произрастающего в Никитском бота-
ническом саду (Pеспублика Крым), возраст кото-
рого оценивается не менее 800 лет (по мнению
ряда экспертов – около 1000 лет). Исходя из до-
ступных источников, можно утверждать, что к
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настоящему времени это самый большой возраст
растения, из которого были получены культуры
клеток (рис. 2, 3) [38].

Образование таксоидов в культурах 
клеток Taxus spp.

Подавляющее количество работ посвящены
изучению культур клеток разных видов Taxus с
целью изучения образования в них таксоидов.
Чаще в работах используют каллусные культуры
клеток, для которых осуществляют поиск и иден-
тификацию в основном паклитаксела. В литера-
туре есть сообщения о получении культур клеток,
содержащих таксол в количествах, сопоставимых
с его содержанием в интактных растениях, одна-
ко в большинстве случаев авторы отмечают его
отсутствие или наличие в следовых количествах
[2, 4, 35, 36]. В суспензионной культуре паклитак-
сел был впервые обнаружен в 1989 г. (культура
клеток T. brevifolia) [39].

Следует сказать, что большинство работ на-
правлено на исследование образования в культу-

рах клеток практически значимых С13 – гидрок-
силированных таксоидов – паклитаксела и бак-
катина III, тогда как образование С14-
гидроксилированных таксоидов в культурах кле-
ток изучено гораздо слабее. Тем не менее, имею-
щиеся результаты свидетельствуют, что в культу-
рах клеток тиса, как правило, образуется именно
эта группа соединений, и их качественный состав
и количественное содержание существенно вы-
ше, по сравнению с 13-ОН-производными [40].
Считается, что в интактных растениях Taxus spp.
преимущественно накапливаются 13-гидрокси-
лированные таксоиды, однако при этом необхо-
димо отметить существенные различия содержа-
ния разных групп таксанов в разных органах рас-
тения [10, 16].

Необходимо отметить, что токсичность 14-гид-
роксилированных соединений существенно ниже,
по сравнению с 13-ОН-производными, и это может
быть важным фактором, определяющих их пре-
имущественное образование в пролиферирую-
щих дедифференцированных растительных клет-
ках in vitro [41].

Рис. 2. 800-летнее дерево T. baccata (Никитский ботанический сад) (а) и процесс каллусогенеза на его эксплантах (б).

(a) (б)

Рис. 3. Каллусная (а), суспензионная (б) культуры T. baccata и микрофотография клеток тиса (в) в суспензии.

30 мкм
(а) (б) (в)
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Способы интенсификации образования 
фармацевтически ценных таксоидов 

в культурах клеток Taxus spp.
Влияние сигнальных веществ (фитогормоны, ре-

гуляторы роста, элиситоры). Одним из хорошо изу-
ченных стимуляторов образования паклитаксела в
культурах клеток Taxus spp. является фитогормон
метилжасмонат (MeJA), который во многих рабо-
тах не совсем корректно относят к группе элиси-
торов [4]. MeJA был впервые использован при ра-
ботах с культурами клеток T. baccata в 1996 г., в ре-
зультате которых было обнаружено, что он может
усилить синтез таксоидов более чем в 120 раз. Ме-
тилжасмонат применяли для увеличения продук-
ции паклитаксела в клеточных культурах T. bacca-
ta, T. canadensis и T. cuspidata [36, 42–44].

В каллусной культуре T. cuspidata после стиму-
ляции 100 мкМ MeJA, появлялись пять таксоидов
(цефаломанин, 1β-дегидроксибаккатин VI, так-
синин NN-11, баккатин I, 2α-ацетокситаксузин),
а также один абиетан – таксамаирин C, в допол-
нение к уже имеющимся там соединениям, та-
ким как паклитаксел, 7-эпи-таксол, таксол С,
баккатин VI, таксаюнтин С, таксуюннанин С и
его аналоги, юннанксан и таксамаирин А. Эти
результаты показывают, что MeJA может изме-
нять качественный состав таксоидов, влияя на
определенные пути синтеза соединений в расти-
тельных клетках in vitro [45].

Эффект MeJA может усиливаться в комбина-
ции с другими стимуляторами биосинтеза вторич-
ных метаболитов. Комбинация из хитозана, MeJA и
Ag+ приводила к увеличению продукции паклитак-
села в суспензионной культуре T. chinensis, кото-
рая была почти в 40 раз выше, чем у контрольной
культуры (без добавления элиситоров), в 10 раз вы-
ше, чем у культуры, подвергшейся воздействию
только Ag+, в 6 раз выше, чем у культуры с добав-
лением только хитозана, и в 2 раза выше, чем у
культуры с добавлением только MeJA [46]. Элиси-
тор из гриба Rhyzopus stelonifera, использованный в
сочетании с метилжасмонатом и салициловой
кислотой, повышает производство паклитаксела в
16 раз при добавлении на 25–30 день выращивания
суспензионной культуры клеток T. baccata [47].

Конечная концентрация MeJA в среде имеет
ключевое значение для стимуляции биосинтеза.
Было показано, что MeJA в концентрации 200 мкМ
стимулирует синтез паклитаксела и баккатина III
в культуре клеток T. baccata менее эффективно,
чем в концентрации 100 мкМ [48].

Есть данные об использовании коронатина –
токсина, вырабатываемого патогеном Pseudomo-
nas syringae. Общая максимальная концентрация
таксоидов в суспензионной культуре T. media при
воздействии коронатина составляла 77.46 мг/л и
увеличилась даже больше, чем при добавлении
метилжасмоната (21.48 мг/л), при этом в кон-

трольных условиях она была на уровне 8.14 мг/л
[49]. Любопытно, что конфигурация молекулы
коронатина “мимикрирует” строение конъюгата
жасмонатов с изолейцином и токсичность коро-
натина во многом обусловлена его “жасмонато-
подобным” действием на растения.

В каллусной культуре T. cuspidata концентрация
паклитаксела увеличивалась с 89 мкг/г до 139 мкг/г
сухой массы после добавления хитозана – компо-
нента клеточных стенок некоторых грибов [50].
Продукция таксола в суспензионной культуре
клеток T. baccata повышалась примерно в три раза
при добавлении в питательные среды комплекса
аминокислот в сочетании с хитозаном [51].

Для интенсификации образования таксоидов
в ряде работ используют ванадилсульфат, нитрат
серебра, хлорид кобальта, арахидоновую кислоту,
цитрат аммония, салициловую кислоту и полиса-
хариды бактериального и грибного происхожде-
ния, как по отдельности, так и в комбинации [36].

Показано изменение содержания таксанов в
суспензионной культуре T. media при использова-
нии перфтордекалина (фторуглерод, в котором
все атомы водорода заменены атомами фтора) и
гексенола (природное летучее органическое со-
единение, вырабатываемое в поврежденных зеле-
ных тканях, которое участвует в защитных взаи-
модействиях между растениями) по отдельности
и в сочетании с коронатином и β-циклодекстри-
нами. Общее содержание таксоидов в клеточных
культурах T. media, обработанных перфтордека-
лином совместно с коронатином и β-циклодекс-
тринами повышалось в 3.3 раза. Гексенол в сус-
пензии T. media блокировал формирование таксо-
ла, но усиливал производство баккатина III [52].

Для оценки влияния сигнальных веществ (ме-
тилжасмонат, этанол, бутионин сульфоксимин,
пероксид водорода) на продукцию таксоидов бы-
ла исследована суспензионная культура клеток
T. globosa. Использование комбинации из бутио-
нин сульфоксимина и пероксида водорода при-
водило к значительному увеличению концентра-
ции 10-деацетилбаккатина (1662 мкг/г сухого ве-
са), цефаломанина (334.32 мкг/г сухого веса) и
таксола (157 мкг/г сухого веса) [53].

Эффективность стимуляции синтеза фарма-
цевтически ценных таксоидов под влиянием сиг-
нальных веществ в различных суспензионных куль-
турах клеток Taxus spp. представлена в табл. 1.

Предшественники синтеза. Большое внимание
во многих работах было уделено исследованиям
действия предшественников синтеза, сахаров и
ингибиторов роста на накопление паклитаксела в
культурах клеток тиса. Синтез деацетилбаккати-
на III, баккатина III или паклитаксела в культуре
клеток T. wallichiana усиливался при добавлении
фенилаланина, бензоата натрия, гиппуровой
кислоты и лейцина. Ингибиторы роста, такие как
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2-хлорэтилфосфоновая кислота и хлорохолин хло-
рид были полезны для получения паклитаксела и
деацетилбаккатина III в культуре клеток T. walli-
chiana. Подобные эффекты могут быть связаны с
влиянием предшественников синтеза и ингиби-
торов роста на 2α-бензоилтрансферазу, 10-О-
ацетилтрансферазу, фенилпропаноилтрансфера-
зу и 3-N-дебензоил-2-дезокситаксол-N-бензоил-
трансферазу и различной реакцией этих фермен-
тов на внешние стимулы [54]. Было зафиксировано
увеличение содержание паклитаксела в культуре
клеток T. cuspidata после введения фенилаланина,
бензойной кислоты и N-бензоилглицина, кото-
рые являются предшественниками боковой цепи
целевого соединения. Высокий уровень продук-
ции таксола у культуры клеток T. chinensis был по-
лучен путем периодического введения 3%, 1% и
2% сахарозы в начале, на 7 и 21 сут. цикла выра-
щивания, соответственно [1].

Физические факторы культивирования. Изуче-
но влияние ряда физических факторов культиви-
рования на формирование таксоидов в культурах
клеток Taxus spp. (состав газовой смеси, осмоти-
ческий стресс, температура) [1]. Было отмечено,
что соотношение 10% кислорода:0.5% диоксида
углерода:5 ppm этилена являются наиболее опти-
мальным составом газовой смеси для производ-
ства паклитаксела из суспензионной культуры
клеток T. cuspidata [55, 56]. Влияние осмотическо-

го стресса на производство таксола исследовали в
суспензионной культуре T. chinensis. Оптимальное
накопление паклитаксела было достигнуто при на-
чальной концентрации сахарозы 60 г/л. При этом
даже осмотическое давление, создаваемое ман-
нитом, сорбитом, полиэтиленгликолем, усилива-
ло образование целевого соединения [1, 57]. На
биосинтез таксоидов в культуре клеток тиса вли-
яло изменение температуры во время культиви-
рования. При повышении температуры с 24°C до
29°C на 21 сут. культивирования суспензионной
культуры клеток T. chinensis, происходило увели-
чение выхода паклитаксела до 137.5 мг/л (исход-
ное содержание целевого соединения в культуре
было на уровне 49.6 мг/л). Напротив, концентра-
ция таксуюннанина С снижалась при изменении
температуры с 24°C на 29°C в пределах от 885.9 до
512.9 мг/л, соответственно [58].

Иммобилизация клеток, различные системы куль-
тивирования и биотрансформация. Иммобилиза-
ция в некоторых случаях является одним из по-
лезных подходов для увеличения образования
вторичных метаболитов в растительных клетках
in vitro. Альгинат кальция использовали для иммо-
билизации клеток T. baccata и отметили трехкратное
увеличение выработки паклитаксела [1, 4].

Как и для многих вторичных метаболитов, ин-
тенсивное образование таксола в культурах кле-
ток, как правило, происходит в фазе замедления

Таблица 1. Элиситация суспензионных культур клеток Taxus spp.

Вид тиса Вариант элиситации Продуктивность по таксоидам Литературный 
источник

T. baccata

Метилжасмонат
Паклитаксел – 48.3 мг/л
Баккатин III – 53.6 мг/л
Цефаломанин – 3.6 мг/л

[4]

Метилжасмонат, салициловая кис-
лота, элиситор из Rhyzopus stelonifera

Таксол – 39.5 мг/л [47]

Комплекс аминокислот, хитозан Таксол – 1.96 мг/г сухого веса [51]

T. canadensis Метилжасмонат, этилен
Сумма таксоидов (10-деацетилбаккатин III, 
баккатин III, 10-деацетилтаксол, паклитак-
сел) – 25.3 мг/л

[43]

T. cuspidata Метилжасмонат, этилен Таксол – 3.4 мг/л [44]

T. chinensis Хитозан, метилжасмонат, Ag+ Паклитаксел – 25 мг/л [46]

T. media
Коронатин

Сумма таксоидов (10-деацетилбаккатин III, 
баккатин III, цефаломанин, 10-деацетил-
таксол, паклитаксел) – 77.46 мг/л

[49]

Перфтордекалин, коронатин, β-
циклодекстрины

Сумма таксоидов (баккатин III, цефалома-
нин, 10-деацетилтаксол, таксол) – 9.4 мг/л [52]

T. globosa
Бутионин сульфоксимин, пероксид 
водорода

10-деацетилбаккатин – 1662 мкг/г сухого веса
Цефаломанин – 334.32 мкг/г сухого веса
Таксол – 157 мкг/г сухого веса

 [53]
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роста и стационарной фазе. Двухступенчатая си-
стема культивирования, в которой растительные
клетки сначала выращивают для получения био-
массы, а затем переносят в питательную среду,
благоприятную для получения таксанов, является
эффективной стратегией увеличения производ-
ства целевых соединений. Дополнительное пре-
имущество состоит в том, что подобный способ
культивирования позволяет добавлять предше-
ственники синтеза и элиситоры, когда выработка
вторичных метаболитов находится на максималь-
но высоком уровне. Эта стратегия была успешно
использована для улучшения продукции пакли-
таксела и баккатина III в суспензионных культу-
рах T. baccata [1, 4].

Небольшие количества вторичных метаболи-
тов, выделяющиеся в питательную среду, могут
приводить к различным нарушениям биосинтеза
целевых веществ. Формирование места для накоп-
ления фитохимических соединений в виде второй
фазы (органический растворитель или твердое со-
единение) позволяет получить более высокие кон-
центрации фармацевтически ценных субстанций.
Удаление продуктов вторичного метаболизма из
водной среды in situ с использованием двухфаз-
ной системы культивирования облегчает их вы-
свобождение из внутриклеточных органелл. Для
культур in vitro Taxus spp. было обнаружено, что
накопление таксола в клетках вызывает наруше-
ния в регуляции синтеза целевого соединения и
приводит к деградации продукта, поэтому, его из-
влечение из суспензионных культур имеет важное
значение для повышения их продуктивности. Вы-
свобождение таксола и баккатина III из клеток в
среду было усилено на 120 и 97%, соответственно,
в присутствии сульфата ванадия. Двухфазная си-
стема культивирования была успешно применена
для культур клеток T. brevifolia и T. cuspidata [1, 4].

Стоит также сказать, что большой интерес пред-
ставляют исследования процессов биотрансформа-
ции соединений таксанового ряда, поскольку эти
реакции могут осуществляться с использованием
бактерий, грибов, растительных клеток in vitro и да-
же выделенными ферментами, а это может быть
перспективно для получения конкретных целе-
вых веществ [59].

Промышленное выращивание 
культур клеток Taxus spp.

К настоящему времени коммерческое получе-
ние таксола в промышленных биореакторах орга-
низовано в ряде стран – Phyton Biotech (Герма-
ния), ESCA genetics (Калифорния, США), Phyton
(Нью-Йорк, США) и Samyang Biopharm (Респуб-
лика Корея) [4, 11, 36].

Компания Phyton Catalytic (сейчас – Phyton Bio-
tech, принадлежащий DFB Pharmaceuticals) начала

масштабирование суспензионных культур клеток
Taxus chinensis в начале 1990 г. с целью запуска
крупномасштабного производства паклитаксела
(Taxol®). В настоящее время компания Phyton
Biotech (Германия) является крупнейшим произво-
дителем таксола с использованием культуры клеток
T. chinensis, которую выращивают в ферментерах
объемом до 75000 л [2]. Технология ферментации
растительных клеток была лицензирована для Bris-
tol Myers Squibb в 1995 г. В 2004 г. компания Bristol
Myers Squibb выиграла престижный Президентский
конкурс “Зеленая химия” Американского хими-
ческого общества, вследствие перехода в 2002 г.
на выращивание культуры клеток растений в ка-
честве единственного источника для своего про-
тиворакового препарата Taxol® [11].

Патентная защита для Taxol® истекла в 2000 г.,
что стимулировало конкуренцию среди произво-
дителей, в том числе исследование новых культур
клеток тиса, а также процессов разработки и усо-
вершенствования методов получения паклитак-
села и родственных ему таксанов. На сегодняш-
ний день коммерческое выращивание культур
клеток Taxus spp. реализовано в США (ESCA ge-
netics) и Южной Корее (Samyang Biopharm). Ком-
пания Samyang Biopharm использует культуры
клеток Taxus в ферментерах объемом 35000 л для
производства паклитаксела под торговым назва-
нием Genexol® [11].

Однако точные сведения о коммерческом про-
изводстве таксоидов, в том числе с использовани-
ем культур клеток, как правило, в открытом до-
ступе отсутствуют.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ И ПЕРСПЕКТИВЫ

Природный дитерпеноид паклитаксел являет-
ся одним из самых эффективных противоопухо-
левых препаратов (Taxol®) со специфическим
механизмом действия. Традиционным источни-
ком таксола считается кора растений Taxus spp.,
но его низкое содержание (~0.02% от сухого веса),
сложность выделения и очистки определяет высо-
кую стоимость конечного продукта. Принципи-
ально важно, что использование для получения
таксола дикорастущих деревьев создает реальную
угрозу их исчезновения. Растущий спрос на пакли-
таксел и его производные в условиях дефицита
растительных ресурсов для их получения, сделал
соединения таксанового ряда одним из наиболее
важных объектов для разработки альтернативных
способов их получения и производства, в том
числе биотехнологических [1, 2].

В настоящее время рассматриваются три страте-
гии решения этой проблемы: полный химический
синтез или “полусинтез” целевых соединений; по-
иск альтернативных источников сырья и использо-
вание методов генетической или метаболической
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инженерии (создание трансгенных организмов с
введенными генами биосинтеза таксоидов).

Полный синтез и полусинтез паклитаксела,
как правило, коммерчески невыгоден из-за слиш-
ком большой химической сложности целевого
соединения.

Создание трансгенных организмов (бактерий,
дрожжей) может оказаться достаточно эффектив-
ным способом получения таксоидов, однако в на-
стоящее время, когда еще не известны детали их
биосинтеза, о его перспективах говорить прежде-
временно. Значительный интерес представляет
получение трансгенных по ключевым генам био-
синтеза культур клеток или культур трансформи-
рованных корней (hairy roots) – однако эти систе-
мы, скорее всего, имеет смысл относить к альтер-
нативным источникам растительного сырья.

К альтернативным источникам сырья можно
отнести плантационные посадки, использование
эндофитных грибов тиса, а также культуры кле-
ток и культуры органов (трансформированных
или адвентивных корней) in vitro Taxus spp. Ос-
новным недостатком плантационного выращи-
вания деревьев тиса является его длительность
(десятки лет). Несмотря на этот существенный
минус данный способ активно реализуют в Китае.

Таким образом, к настоящему времени наибо-
лее многообещающий и удобный подход к устой-
чивому производству таксола и подобных ему со-
единений – это промышленное выращивание
культур клеток Taxus spp. [5, 8].

Культура клеток in vitro имеет много преиму-
ществ: выращивание не подвержено влиянию пого-
ды, времен года и загрязнению окружающей среды;
этот способ позволяет непрерывно получать пакли-
таксел достаточной чистоты из постоянно возоб-
новляемого высококачественного растительного
сырья; можно контролировать накопление целевых
веществ в культурах, а также увеличивать их про-
дуктивность различными способами (оптимиза-
ция состава питательных сред, использование
предшественников синтеза и элиситоров, двухста-
дийное и двухфазное культивирование, метаболи-
ческая и генная инженерия). Однако существуют и
трудности: медленный рост клеток; невысокая про-
изводительность по целевым метаболитам; высокие
затраты на организацию подобного крупномас-
штабного биотехнологического производства [35].

При создании биотехнологического производ-
ства на основе культур клеток тиса основной про-
блемой является получение высокопродуктивно-
го штамма-продуцента целевых продуктов – па-
клитаксела или других таксоидов. Для проведения
подобных работ важно учитывать свойства культу-
ры клеток как особой биологической системы – по-
пуляции соматических клеток со специфическими
особенностями вторичного метаболизма. Для куль-
тур клеток Taxus spp. возможно именно этим обу-

словлено преимущественное образование С14-гид-
роксилированных таксоидов.

К настоящему времени известен ряд биотех-
нологических производств на основе культур кле-
ток тиса. В 1995 г. компания Phyton Biotech лицен-
зировала процесс получения таксола из суспензи-
онной культуры клеток T. chinensis для Bristol Myers
Squibb. На сегодняшний день подобные технологии
для производства паклитаксела и родственных ему
таксанов используют на коммерческом уровне ком-
пании Phyton Biotech (Германия), ESCA genetics
(Калифорния, США), Phyton (Нью-Йорк, США) и
Samyang Biopharm (Республика Корея) [4, 11, 36].

Подводя итог вышесказанному, можно отме-
тить, что таксаны – это одна из наиболее интерес-
ных и перспективных групп дитерпеноидов в от-
ношении химиотерапии различных онкологий.
Исследование механизмов их биологической ак-
тивности, регуляции биосинтеза, в том числе на
молекулярно-генетическом уровне, поиск новых
альтернативных источников получения соедине-
ний и усовершенствование уже имеющихся тех-
нологий имеет как фундаментальную, так и зна-
чительную практическую значимость. Несмотря
на то, что знания в этой области постоянно до-
полняются и расширяются, пока еще нет четких
ответов на многие вопросы. Вероятно, что моле-
кулярно-генетические достижения, связанные с
изучением генов таксанового метаболизма и за-
кономерностей их регуляции в интактном расте-
нии и культуре клеток in vitro, а также более пол-
ный фитохимический анализ растительных ресур-
сов и их биотехнологических аналогов позволят
оптимизировать различные способы получения
фармацевтически ценных таксоидов.

Работа выполнена в рамках государственного за-
дания Министерства науки и высшего образования
Российской Федерации (темы № 121050500047‒5 и
121041200194‒7).

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием людей в качестве объектов
исследований. Авторы заявляют об отсутствии
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