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Получена ризогенная культура Drosera capensis L. Методом ВЭЖХ-УФ-МС проведен сравнитель-
ный анализ влияния разных методов сушки на показатель выхода индивидуальных полифенолов и
1,4-нафтохинонов ризогенной культуры D. capensis L. с ранее полученной морфогенной длительно-
растущей (более 15 лет) культурой D. rotundifolia L. В ризогенной культуре D. capensis L. впервые
идентифицировано 6 соединений (мирицетин-3-O-β-глюкопиранозид, россолизид, 3,3'-ди-O-ме-
тилэллаговой кислоты 4-О-β-D-гликопиранозид, мирицетин, 3,3'-ди-O-метилэллаговая кислота,
плюмбагин).
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ВВЕДЕНИЕ
Росянка (Drosera L.) является одним из круп-

нейших родов плотоядных растений из семейства
росянковых (Droseraceae). Эти растения широко
применяются в народной медицине, а их экстрак-
ты обладают антимикробными, противогрибко-
выми и противоопухолевыми свойствами [1, 2].
Считается, что биологическая активность Drosera
обусловлена 1,4-нафтохинонами и флавоноида-
ми [3].

Разные виды Drosera накапливают два основ-
ных нафтохинона – плюмбагин и 7-метилюглон
[4], и в небольших количествах – гидроксиплюм-
багин-4-О-гликозида, дрозерон, гидроксидрозе-
рон, дрозерон-5-гликозид, гидроксидрозерон-8-
гликозид, россолизид [3, 5–7]. Основными фла-
воноидами, обнаруженными в роде Drosera, явля-
ются кверцетин, гиперозид, кемпферол, мирице-
тин [8–10]. Еще одной группой вторичных мета-
болитов Drosera являются эллаготанины, в
частности, продукт их разложения – эллаговая
кислота [11]. Таким образом, род Drosera – бога-
тый источник экономически ценных вторичных
метаболитов. Однако, естественный ареал росян-
ки под действием антропогенных факторов стре-
мительно сокращается [12]. Получение хорошо
растущей культуры клеток Drosera с высокими
показателями синтеза биологически активных

веществ востребовано на рынке фармакологиче-
ских субстанций [13].

Исследование вторичного метаболизма в це-
лом растении весьма трудоемкий процесс, обу-
словленный долгим жизненным циклом расте-
ний, привязанностью к месту обитания, климату,
зависимостью от погодных и других условий
окружающей среды. Одним из эффективных спо-
собов в исследовании биохимических процессов
и самих веществ является использование модель-
ных систем. Для растений, одним из вариантов
модельных систем является культура клеток, тка-
ней и органов in vitro. Поэтому культура клеток
росянки является не только источником ценных
вторичных метаболитов, но и важным объектом в
исследовании и в понимании вторичного метабо-
лизма полифенолов и нафтохинонов. Различные
природные модификации структур молекул
определяют специфические свойства веществ.
Способ извлечения этих веществ, применяемый
растворитель и метод сушки растительной ткани
в итоге могут негативно сказываться на составе
вторичных метаболитов растительных тканей.

Цель данной работы – исследовать состав по-
лифенолов и нафтохинонов в морфогенных куль-
турах двух видов D. rotundifolia и D. capensis при
различном способе высушивания исходного ма-
териала.
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Объект исследования. В качестве объектов ис-
следования использовали две линии морфоген-
ной культуры D. rotundifolia под обозначением
“DR Green Dark”, “DR Green Light”, полученные
в 2005 г. в лаборатории биотехнологии Биолого-
почвенного института [14], и полученную в рамках
настоящего исследования ризогенную культуру
in vitro D. capensis под обозначением “DC Dark”.

Получение культур клеток D. capensis. В каче-
стве эксплантов использовали листья растения
Drosera capensis L. Листья промывали детергентом,
затем теплой водой и стерилизовали 0.1% диоци-
дом в течение 5 мин. После стерилизации материал
трехкратно отмывали в стерильной дистиллиро-
ванной воде. Стерильные листья просушивали на
стерильной фильтровальной бумаге и использо-
вали в качестве эксплантов, помещая их на агари-
зованную питательную среду. Чашки Петри с
первичным эксплантом культивировали в темно-
те при температуре 25 ± 1°С и влажности 70 ± 5%.

Для индукции каллусогенеза использовали
MС-среду, приготовленную по стандартной про-
писи [15] c семью разными сочетаниями фитогор-
монов: α-нафтилуксусную кислоту (НУК), кинетин
(кин) и 6-бензиламинопурин (БАП). Сочетания и
концентрации гормонов в среде представлены в
табл. 1.

Инициация образования каллуса произошла
при замене регулятора роста на 2,4-дихлорфенок-
сиуксусную кислоту (2,4-Д) в концентрации
1 мг/л.

После начала каллусогенеза объекты были пе-
ренесены на стандартную коллекционную среду
W0 (MС-среда со сниженным содержанием нит-
рата аммония NH4NO3 до 400 мг/л среды), ис-
пользуемую в институте (ФНЦ Биоразнообразия
ДВО РАН), с регуляторами роста НУК (2 мг/л) и
БАП (0.5 мг/л).

Исследование ростовых характеристик полу-
ченной линии D. capensis и двух других исследуе-
мых линий D. rotundifolia производили на основа-
нии данных сухого веса биомассы. Индекс роста
определяли по формуле:

где  ‒ начальная масса культуры, г;  ‒ масса
культуры в конце цикла выращивания, г.

−= 0

0

,tW WI
W

0W tW

Условия культивирования. Культивирование
проводили на среде W0 с добавлением тиамина
(B1) ‒ 0.2 мг/л, пиридоксина (B6) ‒ 0.5 мг/л, ни-
котиновой кислоты (PP) ‒ 0.5 мг/л, мезоинозито-
ла ‒ 100 мг/л, пептона ‒ 100 мг/л, сахарозы ‒
25000 мг/л, агара ‒ 6000 мг/л и гормонов НУК ‒
2.0 мг/л, БАП ‒ 0.5 мг/л. Каллусы выращивали в
колбах объемом 100 мл (33 мл питательной сре-
ды) в темноте (линии D. capensis “DC Dark”,
D. rotundifolia “DR Green Dark”) при 25 ± 1°С и
на свету (линия D. rotundifolia “DR Green Light”)
при 25 ± 1°С, влажности 70 ± 5% и интенсивно-
сти освещения люминесцентными лампами (белый
свет) 49 мкмоль/(с м2) в режиме 16/8 ч день/ночь,
соответственно. Цикл выращивания составлял
30 сут. Для пересева использовали фрагменты
каллуса с размером 0.8 см3.

Подготовка проб для фитохимического анализа.
Для анализа биомассу подготовили двумя разны-
ми способами: высушивали в потоке теплого воз-
духа (+40°С) и измельчили с использованием
жидкого азота (1 способ), высушивали в аппарате
лиофильной сушки (2 способ). 50 мг измельчен-
ной биомассы экстрагировали 1 мл 80% метанола
в течение 30 мин с использованием ультразвуко-
вой бани. Экстракт выдерживали 12 ч без доступа
света, супернатант фильтровали (0.45 мкм, Milli-
pore, “Бедфорд”, США) и использовали для фи-
тохимического анализа.

Фитохимический анализ. Для анализа вторич-
ных метаболитов в биомассе морфогенных куль-
тур D. rotundifolia и D. capensis была использована
аналитическая высокоэффективная жидкостная
хроматография с ультрафиолетовым и масс-
спектрометрическим детектированием (ВЭЖХ-
УФ-МС). Экстракты анализировали с использо-
ванием хроматографа 1260 Infinity (“Agilent”, США)
совмещенного с тандемным масс-спектрометром
Bruker HCT ultra PTM Discovery System (“Bruker
Daltonik”, GmbH, Германия). Разделение прово-
дили на аналитической колонке Zorbax C18
(150 × 2.1 мм, 3.5 мкм, “Agilent”, США) термоста-
тированной при 40°С. В качестве подвижной фазы
использовали раствор муравьиной кислоты (0.1%)
в деионизированной воде (раствор А) и ацетонит-
рил (раствор Б). Градиентное элюирование про-
водили со скоростью потока 0.2 мл/мин по следу-
ющей схеме: от 10% до 35% раствора Б за 40 мин,
затем до 95% раствора Б до 50 мин и 95% раствора
Б до 60 мин. УФ-спектры записывали в диапазоне
λ 200–800 нм с использованием детектора на ди-

Таблица 1. Гормональный состав сред, использованных при получении и выращивании культуры клеток
D. capensis

№ среды 1 2 3 4 5 6 7

Гормон и его концентрация
в среде, мг/л

НУК 2/кин 1 НУК 2/кин 0.5 НУК 1/кин 0.5 НУК 2 НУК 2/БАП 1 НУК 2/БАП 0.5 НУК 1/БАП 0.5
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Рис. 1. Внешний вид линий морфогенных культур D. rotundifolia и D. capensis: (а) – линия “DR Green Light”; (б) – “DR
Green Dark”; (в) – “DC Dark”. Масштаб 1:5.

1 мм 1 мм 1 мм

(a) (б) (в)

одной матрице. Масс-спектрометрические дан-
ные для подтверждения идентификации определя-
емых компонентов получали в условиях ионизации
электрораспыления и регистрации отрицательных
ионов с диапазоном регистрируемых значений
m/z 100–1000. Количественный анализ полифе-
нолов производили при длине волны 265 нм,
нафтохинонов – при 330 нм.

Статистический анализ данных. Для статисти-
ческой обработки данных использовали програм-
му GraphPad Prism 8. Достоверность результатов
была рассчитана с помощью t-теста, критерия
Уилкоксона и U-критерия Манна-Уитни.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Получение культур клеток D. capensis. На пер-
вых этапах работы с D. capensis, основываясь на
литературных данных, для индукции каллусоге-
неза использовали агаризованную MС-среду с
НУК и цитокининами [16, 17]. Культивирование
эксплантов на этих средах в течение двух месяцев
существенных результатов не дало. При повтор-
ных экспериментах, для индукции каллусогенеза
регулятор роста поменяли на 2,4-Д. В результате
проведенных экспериментов по влиянию различ-
ных регуляторов роста на каллусогенез было уста-
новлено, что первичная культура D. capensis фор-
мируется на среде, содержащей гормон 2,4-Д в
концентрации 1 мг/мл. Первичный каллусогенез
начинался непосредственно из листьев спустя
пятнадцать дней культивирования с образовани-
ем побегов. Полученные каллусные культуры ха-
рактеризовались светло-желтым цветом и твер-
дой структурой. После переноса культур на среду
W0 НУК 2 мг/л, БАП 0.5 мг/л, на двадцатые сутки
был сформирован твердый ризогенный каллус
in vitro с плотной структурой (рис. 1в). На некото-
рых участках образовывались плотные перьевид-
ные отростки белого цвета. На остальных вариан-
тах используемых сред ростовые процессы не были
выявлены. Полученная культура выращивается в
течение 2 лет, за это время ее морфологическая

структура не менялась. Индекс роста полученной
культуры D. capensis составляет 3.7. Индекс роста
линий D. rotundifolia “DR Green Dark” “DR Green
Light” равен 2.2 и 5.0, соответственно.

Фитохимическая характеристика морфогенных
культур Drosera. В результате ВЭЖХ-УФ-МС
анализа в исследуемых линиях идентифициро-
вано двенадцать биологически-активных соеди-
нений – флавоноиды и их гликозиды (мирице-
тин-3-O-β-глюкопиранозид (два изомера), гипе-
розид, изокверцетин, мирицетин и кверцетин),
производные эллаговой кислоты (гликопирано-
зид 3-O-метилэллаговой кислоты, 3,3'-ди-О-
метилэллаговой кислоты 4-O-β-D-гликопира-
нозид, 3,3'-ди-O-метилэллаговой кислоты), галлат
эпигаллокатехина и 1,4-нафтохиноны (россолизид
и плюмбагин) (рис. 2). Идентификация соедине-
ний была произведена ранее и опубликована в на-
шей предыдущей работе [14].

В ризогенном каллусе in vitro D. capensis иден-
тифицировано 6 основных соединений: мирице-
тин-3-O-β-глюкопиранозид, россолизид, 3,3'-ди-
O-метилэллаговая кислота и ее 4-О-β-D-гликопи-
ранозид, мирицетин, плюмбагин (рис. 2).

Сопоставление разных способов сушки и ис-
пользования свежесобранной биомассы для ко-
личественного анализа полифенолов и 1,4-наф-
тохинонов выявило несколько различий (табл. 2).
Первое, при разных методах сушки качественный
состав полифенолов существенно не различался
(за исключением галлата эпикатехина, который
не был обнаружен при воздушной сушке в двух
линиях), однако, количественное содержание
при лиофильной сушке было выше (от 0.01 до
0.2 мкг/г сухого веса). Второе, 1,4-нафтохиноны
лучше идентифицировались после воздушной
сушки. Поскольку 1,4-нафтохиноны являются,
наравне с флавоноидами, одними из важных це-
левых соединений Drosera определяющих биоло-
гическую активность экстрактов, для дальней-
ших расчетов и оценки продуктивности линий
использовали результаты анализа экстрактов об-
разцов после воздушной сушки.
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Количественный анализ полифенолов и наф-
тохинонов, содержащихся в культурах клеток
двух видов растения рода Drosera – D. rotundifolia и
D. capensis выявил существенные различия между
линиями (табл. 2). Высокие показатели произво-
дительности полифенолов установлены для ли-
нии “DR Green Light”, в частности, по накопле-
нию флавоноидов, они превышают в три раза
аналогичные показатели в линии “DR Green
Dark”, и в 20 раз – линии “DC Dark”. По показа-
телям производных эллаговой кислоты в 1.5 ра-
за – линии “DR Green Dark” и в 3 раза “DC

Dark”. По показателям накопления 1,4-нафтохи-
нонов положительно отличилась полученная ли-
ния ризогенного каллуса D. capensis “DC Dark”.
В этом случае, показатель плюмбагина в два раза
превышает все линии “DR Green Dark”.

ОБСУЖДЕНИЕ
Получение новых культур клеток является не-

отъемлемым этапом большинства направлений
исследований растительной биологии и биотех-
нологии. Особый интерес при этом представляют
культуры клеток плотоядных растений, как ис-

Рис. 2. Хроматографический профиль (ВЭЖХ, 330 нм) экстрактов из морфогенных каллусов D. rotundifolia и D. capensis
после сушки теплым воздухом (+40°С): (а) – линия “DR Green Light”; (б) – “DR Green Dark”; (в) – “DC Dark”. Ну-
мерация на хроматограмме соответствует номерам пиков из таблицы 2.
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точники ценных вторичных метаболитов. Полу-
чение микроклонов и культивирование растений
Drosera хорошо разработанная технология [17].
Однако, плантационное культивирование D. ro-
tundifolia и D. capensis практически невозможно.
Во-первых, растения сами по себе маленького
размера 10–15 см в высоту, во-вторых, специфич-
ная среда обитания – торфяные болота, площа-
дей которых с каждым годом все меньше [12], а
воссоздание среды обитания – затратное меро-
приятие. Полученная ранее нами стабильная
длительно-растущая морфогенная культура D. ro-
tundifolia дала основу для поиска новых систем
для исследования вторичного метаболизма пло-
тоядных растений. D. capensis, как близкород-
ственного вида D. rotundifolia со схожим фитохи-
мическим составом, могла бы стать новой срав-
нительной моделью.

Получить каллусную культуру D. capensis уда-
лось с использованием гормона 2,4-Д из листьев
интактного растения классическими методами.
Индукция каллусогенеза является известным
свойством 2,4-Д [18, 19]. Длительное выращива-
ние на 2,4-Д оказалось невозможным из-за инги-
бирования ростовых процессов на втором пасса-
же. В результате произвели смену среды на стан-
дартную коллекционную среду с фитогормонами
НУК и БАП, которая привела к получению ризо-
генной культуры с высокими показателями роста
(индекс роста не менее 5 в течение года). Полу-
ченный результат интересен тем, что при микро-
клональном размножении растений рода Drosera
весьма проблематичным является индукция кор-
необразования и, именно, укоренение растения
[17, 20–22], а в нашем случае сразу происходит
формирование ризогенной клеточной культуры.
Использование данного соотношения гормонов
может быть перспективным и для укоренения
микроклонированных растений. В аналогичных
условиях ранее была получена морфогенная кле-
точная культура D. rotundifolia, культивируемая
длительное время (с 2005 г.) в темноте, однако,
ткань развивалась преимущественно побегами
[14]. При выращивании морфогенной клеточной
культуры D. rotundifolia на свету повышались по-
казатели накопления вторичных метаболитов –
флавоноидов и 1,4-нафтохинонов, при этом по-
казатели роста были выше, чем у тканей, выра-
щиваемых в темноте. Свет является одним из
наиболее важных факторов, влияющих на рост и
выработку вторичных метаболитов растениями
[23]. В исследовании о влиянии светодиодных ис-
точников света на D. bermannii было показано, что
при белом светодиодном освещении увеличива-
лось количество плюмбагина в побегах относи-
тельно корней, но спустя две недели эффект про-
шел [24]. Напротив, в работе Wojciech с соавт. [25]
о влиянии сине-красного света на фенольные со-
единения в семействе Droseraceae полагают, что

этот фактор не изменяет общего содержания фе-
нолов, но влияет на накопление специфических
фенолов и снижает содержание плюмбагина. На
основании имеющихся данных можно заклю-
чить, что вопрос влияния света на жизнедеятель-
ность росянки, в частности на накопление вто-
ричных метаболитов, остается дискуссионным.

Исследование особенностей накопления и из-
влечения биологически активных вторичных ме-
таболитов из культур клеток является важной
прикладной и фундаментальной задачей совре-
менной биологии растений. В растениях in vitro
Drosera, обнаружены флавоноиды: кверцетин,
кверцетрин, изокверцетин, мирицетрин и др. в
небольшом количестве в видах D. rotundifolia,
D. capensis, а также D. intermedia, D. spatulata [21].
Кроме самих флавоноидов, в растениях находят
их гликозилированные формы, наиболее рас-
пространенными из которых являются формы
3-О-глюкозида или 3-О-галактозида. Эти веще-
ства распространены во многих видах растений.
Например, у D. madagascariensis и D. rotundifolia
было обнаружено, что кверцетин составляет око-
ло 2 и 0.49% сухого веса исследованных растений
соответственно, тогда как количество флавонолг-
ликозида – гиперозида (кверцетин 3-O-галакто-
зид) составляло 3.75 и 6.36%, соответственно [26,
27]. Другое исследование D. rotundifolia также под-
твердило эту тенденцию, выявив 0.17 и 2.89% су-
хого веса для кверцетина и гиперозида, соответ-
ственно [9]. В нашей работе наблюдается такая же
закономерность (табл. 2). Количественное содер-
жание флавоноидных гликозидов варьирует от-
носительно литературных данных. Так, общее со-
держание веществ в среднем составляет от 5 до
10%, при этом среди флавоноидов обнаружены
чаще всего: гиперозид, мирицетин-3-О-галакто-
зид, изокверцитрин, кверцетин. В исследовании
Paul A. Egan [3] показано, что в D. rotundifolia,
кверцетин может быть обнаружен на уровне
6.40%, а кверцетин-3-О-галактозид – на уровнях,
достигающих 6.36%. Большее количество флаво-
ноидов и их гликозидов находится в листьях,
стеблях и цветках растений, чем в корнях [17].
В нашей работе флавоноиды также преобладали в
морфогенной культуре, состоящей из надземных
побегов.

В литературных данных сообщается, что ин-
тактное растение D. rotundifolia богато флавонои-
дами, 1,4-нафтохинонами, эллаговой кислотой и
ее производными [28]. Большинство из этих ве-
ществ были идентифицированы в исследуемых
образцах. Их структурное разнообразие схоже
описанному в литературе для интактных расте-
ний D. rotundifolia и количественно больше в об-
разцах линии “DR Green Light” [28, 29]. В иссле-
довании R. Caniato с соавт. [30] сообщается об от-
сутствии вариации соединений между корнями и
надземными органами у диких популяций D. ro-
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tundifolia, у видов D. capensis наблюдается замет-
ная разница между содержанием нафтохинонов в
корнях и побегах растений – в корнях большее
содержание 7-метилюглона, чем в побегах данно-
го вида. Однако был проведен отдельный анализ
подборки частей растений D. capensis, который
показал, что самая большая концентрация 7-ме-
тилюглона была обнаружена в цветках.

Выделение и биосинтез галлат эпигаллокате-
хина мало рассмотрен и обобщен в литературных
данных о хищных растениях. Однако, это соеди-
нение является основным компонентом различ-
ных видов чая, содержащимся преимущественно
в листьях и проявляющем значительную биоак-
тивность, включая потенциальную противорако-
вую и противовоспалительную [31]. Малая изу-
ченность биосинтеза и физиологических функ-
ций этого соединения у хищных растений может
открыть новое направление для исследований.

В нашем исследовании содержание флавоно-
идных гликозидов, производных эллаговой кис-
лоты и 1,4-нафтохинонов значительно не отлича-
ется, однако измельчение высушенного теплым
воздухом материала в ступке более трудоемко,
чем высушенного лиофилизацией.

Таким образом, исследуемые морфогенные
культуры D. rotundifolia и D. capensis являются
перспективными источниками возобновляемо-
го сырья с высоким содержанием полифенолов
и 1,4-нафтохинонов. При этом способ высушива-
ния материала лишь незначительно влияет на вы-
ход исследуемых веществ.

В работе использовали оборудование Центра
коллективного пользования “Биотехнология и
генетическая инженерия” ФНЦ Биоразнообра-
зия ДВО РАН.

Работа выполнена в рамках государственного
задания Министерства науки и высшего образо-
вания Российской Федерации (№ 121031000144-5) и
при частичной поддержке Российской федераль-
ной программы академического лидерства “При-
оритет 2030” (№ 23-01-3.04.0001).

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием людей и животных в каче-
стве объектов исследования. Авторы заявляют об
отсутствии конфликта интересов.
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