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И БИОСИНТЕТИЧЕСКИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ КАЛЛУСНОЙ КУЛЬТУРЫ 
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В работе изучили влияние регуляторов роста растений, а также воздействие монохроматического
излучения различного спектрального состава на рост и накопление вторичных метаболитов в кал-
лусной культуре овощного батата (Ipomoea batatas L.). Установлено, что аналоги ауксинов в низ-
ких концентрациях (0.5 мг/л) значительно стимулируют прирост биомассы клеток, при этом эф-
фект 4-хлорфеноксиуксусной кислоты (4-ХФУК) был более выражен (стимуляция в 16 раз), чем у
2,4-дихлорфеноксиуксусной кислоты (2,4-Д) (стимуляция в 13.5 раз). Как увеличение концентра-
ции 2,4-Д и 4-ХФУК в среде, так и добавление цитокинина, 6-бензиламинопурина (БАП), при-
водило к существенному ингибированию роста культур (до 3 раз). В отличие от 2,4-Д, добавле-
ние 4-ХФУК приводило к 8-кратному повышению в культивируемых клетках суммарного со-
держания полифенольных соединений. Активирующее влияние 4-ХФУК на биосинтетические
характеристики культуры клеток I. batatas сохранялось и при внесении БАП, тогда как увеличение
концентрации 4-ХФУК приводило к нивелированию активирующего действия. Монохроматиче-
ское излучение – белый, красный (660 и 630 нм), желтый, зеленый, синий (440 и 460 нм) свет инги-
бировали рост (до 1.5 раз) и суммарное накопление вторичных метаболитов в клетках I. batatas (до
1.8 раз). При этом белый, яркий синий и красный спектры дифференцировано активировали обра-
зование отдельных соединений – 3,4-ди-кофеилхинной кислоты и 3-ферулоил-5-кофеилхинной
кислота. Таким образом, мы установили, что как аналоги ауксина, так и спектральное излучение
проявляют различное влияние на ростовые и биосинтетические характеристики культуры I. batatas.

Ключевые слова: Ipomoea batatas, клеточная культура, регуляторы роста растений, монохроматиче-
ское излучение, вторичный метаболизм, кофеилхинные кислоты
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ВВЕДЕНИЕ
Овощной батат (Ipomoea batatas L.) является

продовольственной культурой, возделываемый
преимущественно в странах Южной Америки и

Азии. I. batatas занимает 7 место в мире по объему
производства после пшеницы, риса, кукурузы,
картофеля, ячменя и маниоки [1]. Помимо пита-
тельной ценности, растения I. batatas синтезиру-
ют обширный спектр ценных вторичных метабо-
литов, включая антоцианы, каротиноиды, смесь
фенольных кислот, прежде всего кофейную, хло-
рогеновую и производные кофеилхинной кисло-
ты [2]. Изомеры кофейной кислоты, такие как
хлорогеновая кислота (ХГК), моно- и ди- кофе-
илхинные кислоты (КХК) обладают противоопу-
холевой, антиоксидантной, гепатопротекторной,
антидиабетическими и другими свойствами [2, 3].

1 Дополнительная информация для этой статьи доступна по
doi 10.31857/S0015330323600808 для авторизованных поль-
зователей.
Сокращения: 4-ХФУК – 4-хлорфеноксиуксусная кислота;
2,4-Д – 2,4-дихлорфеноксиуксусная кислота; БАП – 6-бен-
зиламинопурин; ХГК – хлорогеновая кислота; 3,4-, 3,5- и
4,5-ди-КХК – 3,4-, 3,5- и 4,5-ди-кофеилхинные кислоты,
соответственно; 3-К-5-КХК – 3-кафеоил-5-кумароилхинная
кислота; 3-Ф-5-КХК – 3-ферулоил-5-кофеилхинная кис-
лота; 3-К-5-ФХК – 3-кафеоил-5-ферулоилхинная кислота.
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Например, было высказано предположение, что
3-КХК снижает риск развития диабета 2 типа за
счет активации аденозинмонофосфат киназы
(AMPK), в которой AMPK выступает в роли пе-
реключателя между расходом и производством
АТФ [4]. Однако в большинстве фармакологиче-
ских исследований в качестве источника КХК ис-
пользовался кофе, что ограничивало масштабиро-
вание и интерпретацию результатов. Поэтому кал-
лусная культура I. batatas, может служить моделью
для изучения способов регуляции метаболизма
ХГК, моно- и ди-КХК.

Ранее было показано, что в клубнеплодах
овощного батата содержится скополин, который
относится к кумаринам – классу фитохимиче-
ских веществ, обладающих значительной биоло-
гической активностью и широко используемых в
медицине и косметической промышленности [5].
Хотя многочисленные исследования показали,
что различные кумарины встречаются в природе у
нескольких видов растений, детали биосинтеза
кумаринов и его регуляции изучены недостаточ-
но хорошо. Ранее было показано, что кумарины
(преимущественно скополин и скополетин)
встречаются в корнях Arabidopsis thaliana, но до сих
пор ничего не известно о природной вариации их
накопления в этом модельном растении [5]. Об-
щее содержание полифенолов в клубнеплодах
было изучено в нескольких работах, однако полу-
ченные значения сильно отличались [6, 7]. Ши-
рокая вариабельность содержания полифенолов
в овощном батате связана с его генетическим раз-
нообразием [6]. На эту вариабельность также мо-
гут влиять такие факторы окружающей среды,
как тип почвы, ультрафиолетовое излучение, ко-
личество осадков, степень спелости, а также ме-
тод выращивания [8].

На сегодняшний день технология культуры
клеток растений является альтернативным источ-
ником природных соединений растительного
происхождения. Вторичные метаболиты, полу-
ченные из культур тканей, могут быть получены в
непрерывной системе производства и без эколо-
гических ограничений, поскольку физические
условия, такие как температура, световой режим,
доступность питательных веществ, pH и т.д., мо-
гут контролироваться в условиях in vitro [9]. Та-
ким образом, подбор подходящей культуральной
среды играет важную роль в производстве вто-
ричных метаболитов. Использование таких ком-
понентов среды, как макро- и микроэлементы,
витамины, углеводы (сахара), аминокислоты и в
особенности регуляторы роста растений, напри-
мер, цитокинины и ауксины, могут индуцировать
образование различных типов тканей и модули-
ровать их продуктивность [10]. Более того, произ-
водство фитокомпонентов может быть усилено с
помощью жасминовой и салициловой кислот [11],
ионов металлов [12], наночастиц металлов [13],

или физических воздействий [14], а также с приме-
нением метаболической инженерии [15]. Одним из
преимуществ использования фитогормонов явля-
ется быстрое транскрипционное перепрограмми-
рование, приводящее к согласованной активации
всех метаболических путей только в тот момент,
когда это необходимо [16]. Несмотря на это, суще-
ственным недостатком их использования является
снижение роста и жизнеспособности клеток [17].
В качестве направленного способа регуляции био-
синтеза вторичных метаболитов обычно использу-
ют методы генной инженерии. Однако этот подход
требует глубокого понимания экспрессии генов,
участвующих в биосинтезе и времени для получе-
ния трансгенных клеточных линий [18]. Другим
недостатком использования трансгенных клеточ-
ных культур растений является нестабильность
экспрессии генов в процессе культивирования.
Описаны случаи понижения биосинтеза резвера-
трола в течение длительного периода культивиро-
вания rolB-экспрессирующей клеточной культуры
Vitis amurensis [19]. И, наоборот, сообщалось, что
культивирование rolA-экспрессирующих каллусов
R. cordifolia в течение 10 лет демонстрировали не
только стабильный рост, но и сохранили способ-
ность к сверхпродуктивности антрахинонов [20].

Среди физических воздействий свет является
важным фактором, влияющим на ростовые ха-
рактеристики и продукцию вторичных метаболи-
тов [21]. В отличие от традиционных источников
флуоресцентного света, используемых в культурах
in vitro, светодиоды имеют множество преиму-
ществ, включая монохроматический спектр,
меньшее количество выделяемого тепла и эконо-
мичность [22]. Качество света и специфичность
длины волны способствовали биосинтезу метабо-
литов у многих видов растений [23]. Было показано,
что синий свет активировал рост и накопление
фенольных кислот в клетках лимонника китай-
ского (совместно с ди-бензоциклооктадиеновы-
ми лигнанами) [24], фенольных соединений в
каллусах Gynura procumbens [25]. Красный спектр
стимулировал продукцию флавоноидов и фе-
нольных соединений в клеточной культуре Witha-
nia somnifera [26]. Также известно, что зеленый
тормозил рост культуры in vitro Artemisia annua, а
синий свет, наоборот, активировал [27]. Bajwa с
соавт. [23] показали, что постоянный белый свет
обеспечил оптимальные условия для накопления
биомассы и флавоноидов в каллусах Moringa oleif-
era, а синий 460 нм активировал накопление хло-
рогеновой кислоты. Многочисленные отчеты по-
казали, что качество света влияет на морфологию
и физиологию растений, которые значительно
колеблются в зависимости от вида растений и
конкретных метаболитов. Поэтому использова-
ние света кажется простым и экономически вы-
годным процессом для устойчивого производства
важных вторичных метаболитов.
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Применение культуры клеток как для науч-
ных, так и практических целей подразумевает оп-
тимизацию условий для роста и биосинтеза целевых
продуктов. Целью нашей работы было изучение
влияния различных регуляторов роста и спектров
монохроматического излучения на ростовые ха-
рактеристики и накопление вторичных метабо-
литов в каллусных культурах I. batatas.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Клубнеплоды овощного батата I. batatas

“Taizhong” были приобретены у местного постав-
щика (Dalian Jia Wei Cheng International Trading
Co., Ltd.) и проращены в хорошо дренированной
песчаной почве (pH 6–6.5) в условиях искус-
ственного освещения 16/8 (день/ночь) при 25°C.
Листья 40-дневных растений овощного батата ис-
пользовали для индукции каллуса. Листья стерили-
зовали в течение 10 мин в 5% растворе гипохлорита
натрия и затем трижды промывали в стерильной
дистиллированной воде. Дезинфицированные
экспланты переносили на МС-среду [28], содер-
жащую 6 г/л агара, 25 г/л сахарозы. Индукцию
каллусообразования проводили на питательных
средах с добавлением 1 мг/л 2,4-Д. Для изучения
влияния фитогормонов на рост биомассы и про-
филь вторичных метаболитов в среды добавляли
растительные гормоны: 2,4-Д (0.5 или 2 мг/л), а
также 4-ХФУК и БАП (1 мг/л) (“Merck”, Герма-
ния) и пассировали в течение четырех циклов.
Каллусы культивировали в темноте при 25 ± 1°С,
пересадку проводили каждые 28 дней. Для всех
экспериментов использовали равные навески
клеточной биомассы по 150 мг.

Характеристику ростовых показателей прово-
дили путем измерения веса сырой биомассы каж-
дые 7 дней.

Индекс роста рассчитывали по формуле:

где m0 и mmax начальная и максимальная (на 28 день
цикла) масса каллуса, соответственно.

Удельную скорость роста рассчитывали по
формуле:

где Х2 и Х1 – значения критерия роста в момент
времени t2 и t1, соответственно. Удельную ско-
рость роста расчитывали для экспоненциальной
фазы роста.

Время удвоения биомассы рассчитывали по
формуле:

где ln(2) – натуральный логарифм числа 2 (при-
ближенно 0.6931), μ – удельная скорость роста.

= max 0 0–( ) ,I m m m

( ) ( )μ = 2 1 2 1ln – ln – ,Х Х t t

( )= μудв ln 2 ,Т

Процент оводненности рассчитывали по фор-
муле:

где Wсв – вес свежей ткани, Wсух – вес сухой ткани.
Жизнеспособность культур клеток определяли

посредством окрашивания клеток прижизнен-
ным красителем 0.1% раствора метиленового си-
него (“Merck”, Германия). Для подсчета живых
(неокрашенных) и мертвых (окрашенных) клеток
использовали световой микроскоп AxioScope 40
(“Carl Zeiss”, Германия).

Влияние света на ростовые характеристики и
накопление вторичных метаболитов каллусами
овощного батата проводили с использованием
светодиодных источников освещения разного
спектрального состава: полихромного белого (Б),
монохромного глубокого красного (ГК, 660 нм),
красного (К, 630 нм), желтого (Ж, 600 нм), зеле-
ного (З, 514 нм), синего (С, 460) и яркого синего
(ЯС, 440 нм). Источники освещения были уста-
новлены в специальный бокс с отдельными сек-
циями, стенки которого были оклеены светоот-
ражающим алюминиевым покрытием для рав-
номерного рассеивания света [29].
Интенсивность излучения измеряли спектрофо-
тометром TKA-Спектрум (НТП “ТKА”, Россия),
в эксперименте она составляла 49 мкМ фото-
нов/(м2 с). В данном эксперименте выращивание
каллусных культур в темноте при 25 ± 1°С прини-
мали за контроль.

Пробы для аналитической высокоэффектив-
ной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) готови-
ли из 50 мг высушенной и измельченной каллу-
сной ткани. В работе применяли два различных
способа высушивания биомассы: с помощью бы-
тового дегидратора для овощей Polaris PFD 1005
(“Texton corporation LLC”, Китай) или лабора-
торного вакуумного концентратора Eppendorf
Concentrator plus (“Eppendorf”, Германия) при
30°C в течение 2 ч. Экстракцию проводили 80%
раствором метилового спирта. Гомогенаты обра-
батывали в ультразвуковой бане при 40°C в тече-
ние 30 мин, затем инкубировали в течение 20 ч в
темноте при комнатной температуре. Получен-
ные экстракты центрифугировали в течение
15 мин при 15000 g (“Beckman Coulter Microfuge”
22R, США). Надосадочную жидкость очищали с
помощью 0.45 мкм фильтра (нейлон, Millipore,
“Bedford”, MA, США) и затем использовали для
ВЭЖХ-анализа.

ВЭЖХ анализ полученных экстрактов прово-
дили на хроматографе 1260 Infinity (“Agilent”,
США) как описано ранее [21]. Хроматографиче-
ское разделение проводили на аналитической ко-
лонке Zorbax C18 (150 × 2.1 мм, 3.5 мкм, “Agilent”,
США) при 40°С. УФ-спектры записывали в диа-
пазоне длин волн λ от 200 до 400 нм с использова-

( ) = ×св сух свОводненность % –(( ) ) 100,W W W
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нием детектора на диодной матрице G1315D
(“Agilent”, США). Подвижная фаза состояла из
раствора муравьиной кислоты (0.1%) в деионизи-
рованной воде (А) и ацетонитрила (Б). Градиент-
ное элюирование проводили со скоростью потока
растворителей 0.2 мл/мин: 0 мин 5% Б; 20 мин
30% Б; 30 мин 100% Б. УФ-сигнал для количе-
ственного определения записывали при λ = 325 нм.
Расчет количественного содержания отдельных
компонентов экстрактов производили методом
абсолютной градуировки с использованием ана-
литических стандартов (Дополнительные матери-
алы, рис. S1) (хлорогеновая кислота и цинарин,
“Sigma-Aldrich”, США) как описано ранее [21].
Масс-спектрометрические данные получали с
использованием тандемного масс-спектрометра
Bruker HCT ultra PTM Discovery System (“Bruker
Daltonik”, GmbH, Германия) оснащенного ион-
ной ловушкой. Расчет количественного содержа-
ния отдельных компонентов экстрактов произво-
дили методом абсолютной калибровки с исполь-
зованием аналитических стандартов: скополетин
(“Serva-Feinbiochemica”, Германия), хлорогено-
вая кислота и цинарин (“Sigma-Aldrich”, США)
как описано ранее [21].

Определение ростовых параметров, содержа-
ния вторичных метаболитов и жизнеспособности
клеток проводили в трех биологических повтор-
ностях. Полученные данные обрабатывали с ис-
пользованием пакета “Statistica” версии 13.0. Для
сравнения средних более двух независимых вы-
борок использовали дисперсионный анализ
(ANOVA) по критерию наименьшей значимой
разницы Фишера (LSD). Парные сравнения про-
водили с помощью t-критерия Стьюдента. Кри-

тический уровень значимости при проверке ста-
тистических гипотез составлял Р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Регуляторы роста являются неотъемлемым

элементом питательных сред для стимуляции де-
ления и роста растительных клеток в условиях
in vitro. Пролиферация растительных клеток ока-
зывает влияние на формирование биомассы кал-
луса, что в свою очередь имеет значение для про-
дукции ценных вторичных метаболитов. Чтобы
определить оптимальное сочетание и концентра-
цию гормонов для клеточной культуры I. batatas,
проводили культивирование каллусов в течение
28 дней на средах, содержащих регуляторы роста
ауксиновой природы: 4-хлорфеноксиуксусную
кислоту (4-ХФУК) и 2,4-дихлорфеноксиуксус-
ную кислоту (2,4-Д) как отдельно, так и в комби-
нации с 6-бензиламинопурином (БАП).

Наибольший индекс роста клеточной культу-
ры был зарегистрирован на средах, содержащих
0.5 мг/л 2,4-Д или 4-ХФУК, и составил 13.57 и
16.08, соответственно (табл. 1). Однако следует
отметить, что 4-ХФУК оказала более выраженное
стимулирующее воздействие на накопление сы-
рой биомассы по сравнению с 2,4-Д. При этом
повышение концентрации этих ауксинов в пита-
тельной среде до 2 мг/л приводило к обратному
эффекту – снижению индекса роста в 2 и 1.7 раза,
соответственно. Совместное применение 0.5 мг/л
2,4-Д или 4-ХФУК с БАП вызвало почти двукрат-
ное понижение индекса роста культур по сравне-
нию с действием этих ауксинов без добавления
цитокинина. Наибольшая удельная скорость ро-

Таблица 1. Характеристики роста каллусной культуры I. batatas при выращивании на средах с различными ком-
бинациями регуляторов роста.

Примечание: *4-ХФУК – 4-хлорфеноксиуксусная кислота; 2,4-Д – 2,4-дихлорфеноксиуксусная кислота; БАП – 6-бензил-
аминопурин. Средние значения, за которыми следует одна и та же буква, не различались по критерию наименьшей значимой
разницы Фишера (P < 0.05).

Содержание регуляторов 
роста в среде Индекс роста Удельная скорость 

роста, г/сут
Время удвоения 
биомассы, дни Оводненность, %

2,4-Д* (0.5 мг/л) 13.57 ± 1.02б 0.096 ± 0.0080аб 7.2 ± 0.6вг 91.4 ± 4.53а

2,4-Д (2 мг/л) 6.53 ± 0.51гд 0.072 ± 0.0068вг 9.6 ± 0.8аб 91.0 ± 3.68а

2,4-Д + БАП (0.5/1 мг/л) 6.98 ± 0.55г 0.074 ± 0.0070вг 9.3 ± 0.6аб 91.3 ± 4.12а

2,4-Д + БАП (2/1 мг/л) 5.2 ± 0.41д 0.065 ± 0.0061г 10.6 ± 0.8а 91.2 ± 3.87а

4-ХФУК (0.5 мг/л) 16.08 ± 1.24а 0.101 ± 0.0096а 6.8 ± 0.4г 90.9 ± 4.21а

4-ХФУК (2 мг/л) 9.56 ± 0.75в 0.084 ± 0.0069бв 8.2 ± 0.6бв 90.6 ± 3.74а

4-ХФУК + БАП (0.5/1 мг/л) 5.48 ± 0.43гд 0.066 ± 0.0052г 10.4 ± 0.8а 91.1 ± 3.96а

4-ХФУК + БАП (2/1 мг/л) 6.46 ± 0.51гд 0.072 ± 0.0068вг 9.7 ± 0.8аб 90.4 ± 4.1а
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ста 0.096 и 0.101 г/сут. была достигнута при выра-
щивании каллусов на среде, содержащей 0.5 мг/л
2,4-Д или 4-ХФУК, соответственно (табл. 1).
Наиболее быстрое удвоение биомассы каллусной
культуры – 6.8 и 7.2 дней мы наблюдали при ис-
пользовании 0.5 мг/л 4-ХФУК или 2,4-Д, соот-
ветственно (табл. 1). Интересно, что увеличение
концентрации этих гормонов или использование в
комбинации с БАП приводило к снижению удель-
ной скорости роста и времени удвоения биомас-
сы каллусов до 1.5 раз. Показатели оводнености
каллусных культур, на всех протестированных
средах достоверно не отличались (табл. 1).

Для изучения динамики роста клеток мы про-
водили измерение биомассы каждые 7 дней в те-
чение всего периода культивирования (рис. 1).
Было отмечено, что на всех типах сред лаг-фаза
длилась 3–4 сут. После чего следовала фаза экс-
поненциального роста, которая продолжалась
25 дней, сменялась стадией замедления, а после
четырех недель культивирования клетки вступа-
ли в стационарную фазу. Интересно, что на сре-
дах, содержащих 0.5 мг/л 2,4-Д или 4-ХФУК, всего
через 2 нед. культивирования происходило 10-крат-
ное увеличение биомассы клеток. При этом дру-
гие сочетания гормонов обеспечивали 4–8 крат-
ный рост биомассы не менее, чем через 2 нед.
культивирования.

Физиологическое состояние каллусных куль-
тур оценивали с использованием окрашивания
клеток прижизненным красителем метиленовым
синим. По окончании 4 нед. культивирования мы
наблюдали высокий уровень жизнеспособности
клеток, составляющий 70–80% (рис. 2). Отмече-
но, что клеточная культура, выращенная на среде
с добавлением 0.5 мг/л 4-ХФУК, имела более од-
нородную форму и размер клеток, а также облада-
ла максимальным процентом живых клеток, по
сравнению с другими вариантами питательной
среды. На основании полученных результатов
можно заключить, что аналог ауксина 4-ХФУК в
концентрации 0.5 мг/л является оптимальным
стимулятором роста каллусной культуры I. batatas.
Поэтому все дальнейшие эксперименты прово-
дились на каллусных тканях, выращенных на
МС-среде с добавлением 0.5 мг/л 4-ХФУК.

С использованием ВЭЖХ-УФ-МС(/МС) в не-
очищенных экстрактах I. batatas были детектиро-
ваны и охарактеризованы восемь соединений по-

Рис. 1. Динамика роста каллусной культуры I. batatas,
выращенной на питательных средах с различным со-
четанием и концентрацией регуляторов роста: 1 –
2,4-Д (0.5 мг/л), 2 – 2,4-Д (2 мг/л), 3 – 2,4-Д + БАП
(0.5/1 мг/л), 4 – 2,4-Д + БАП (2/1 мг/л), 5 – 4-ХФУК
(0.5 мг/л), 6 – 4-ХФУК (2 мг/л), 7 – 4-ХФУК + БАП
(0.5/1 мг/л), 8 – 4-ХФУК + БАП (2/1 мг/л).
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Рис. 2. Микрофотографии клеток каллусных культур I. batatas, выращенных на питательных средах с различным со-
четанием и концентрацией регуляторов роста: (а) – 2,4-Д (0.5 мг/л), (б) – 2,4-Д (2 мг/л), (в) – 2,4-Д + БАП (0.5/1 мг/л),
(г) – 2,4-Д + БАП (2/1 мг/л), (д) – 4-ХФУК (0.5 мг/л), (е) – 4-ХФУК (2 мг/л), (ж) – 4-ХФУК + БАП (0.5/1 мг/л),
(з) – 4-ХФУК + БАП (2/1 мг/л).
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лифенольной природы (рис. 3; Дополнительные
материалы, табл. S1). Семь из них – это произ-
водные кофейной и хинной кислот: 1 – хлороге-
новая кислота (ХГК), 3-5 – 3,4-, 3,5-, 4,5-ди-ко-
феилхинные кислоты (ди-КХК) соответственно,

6 – 3-кафеоил-5-кумароилхинная кислота (3-К-5-
КХК), 7 – 3-ферулоил-5-кофеилхинная кислота
(3-Ф-5-КХК), 8 – 3-кафеоил-5-ферулоилхинная
кислота (3-К-5-ФХК) [21]. Соединение 2 было
идентифицировано благодаря его УФ-спектру
(Дополнительные материалы, рис. S2) сходному со
спектром стандартного образца скополетина и
подтверждено масс-спектрометрическими данны-
ми (Дополнительные материалы, рис. S3) и опре-
делено как скополин (глюкозид скополетина).

Влияние способов сушки
на содержание вторичных метаболитов

Прежде чем приступить к изучению действия
различных факторов на вторичный метаболизм
I. batatas, мы решили определить влияние усло-
вий сушки биомассы каллусов на содержание в
них целевых метаболитов. Высушивание каллу-
сных клеток в токе горячего воздуха с помощью
бытового дегидратора является наиболее рас-
пространенным способом пробоподготовки рас-
тительной биомассы. Однако воздействие кис-
лорода воздуха может способствовать окисли-
тельным процессам, тогда как использование
вакуумного концентратора позволяет избежать
прямого контакта образца с воздухом. Было
установлено, что в пробах, высушенных в обыч-
ном дегидраторе общее содержание полифено-
лов в 2 раза превышало значения образцов, при-
готовленных с использованием вакуумного кон-
центратора (рис. 4; Дополнительные материалы,
рис. S4). При этом использование вакуумного
концентратора способствовало более высокому
содержанию скополина. Интересным является и

Рис. 3. Хроматографический профиль вторичных метаболитов (ВЭЖХ, 325нм) экстрактов каллусной культуры I. bata-
tas, выращенной в контрольных условиях.
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Рис. 4. Влияние условий сушки биомассы каллусов
I. batatas на содержание вторичных метаболитов: 1 –
вакуумный концентратор, 2 – бытовой дегидратор.
ХГК – хлорогеновая кислота; 3,4-, 3,5- и 4,5-ди-
КХК – 3,4-, 3,5- и 4,5-ди-кофеилхинные кислоты,
соответственно; 3-К-5-КХК – 3-кафеоил-5-кумаро-
илхинная кислота; 3-Ф-5-КХК – 3-ферулоил-5-ко-
феилхинная кислота; 3-К-5-ФХК – 3-кафеоил-5-
ферулоилхинная кислота; СМ – сухая масса клеток.
* – указывает на достоверность различий средних
значений по t-критерию Стьюдента (P < 0.05).
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тот факт, что метод сушки не оказал значительного
влияния на содержание 4,5-ди-КХК и 3-К-5-КХК.
В связи с выявленными особенностями, всю
дальнейшую пробоподготовку осуществляли в
дегидраторе.

Влияние регуляторов роста на накопление 
вторичных метаболитов в культуре I. batatas

Метаболический профиль каллусных культур
I. batatas при воздействии различных сочетаний и
концентраций гормонов в целом имел схожий со-
став (табл. 2). Во всех образцах преимущественно
обнаружены такие соединения как ХГК, 3,5-ди-
КХК и скополин (Дополнительные материалы,
рис. S5). Исключение составляли лишь каллусы,
выращенные на средах с повышенным содержа-
нием 2,4-Д, накопление вторичных метаболитов
в которых оказалось практически полностью ин-
гибировано. Подобная тенденция прослежива-
лась и в отношении 4-ХФУК: повышение кон-
центрации гормона снижало выход вторичных
соединений в 9 раз. Наибольшее содержание по-
лифенолов отмечено на средах с добавлением
0.5 мг/л 4-ХФУК как отдельно, так и в сочетании
с БАП. Интересно отметить, что в присутствии
2,4-Д данный цитокинин способствовал актива-
ции вторичного метаболизма, тогда как в сочета-
нии с 4-ХФУК, напротив, приводил к снижению
продуктивности культивируемых клеток I. bata-
tas. В то же время БАП в равной степени подавлял
рост культур в присутствии обоих ауксинов.

Влияние спектров монохроматического излучения 
на ростовые и биосинтетические характеристики 

клеточной культуры I. batatas

Далее мы изучили влияние монохроматиче-
ского света различных спектров на рост биомассы
и накопление вторичных метаболитов в каллусах
I. batatas. В качестве контроля в данном экспери-
менте использовали культуру, выращенную в
темноте. В целом, все спектры излучения вызы-
вали значимое снижение индекса роста каллу-
сных клеток I. batatas (рис. 5). Наибольший по-

Таблица 2. Содержание вторичных метаболитов в каллусной культуре I. batatas, выращенных на питательных
средах с различным сочетанием и концентрацией регуляторов роста.

Примечание: *4-ХФУК – 4-хлорфеноксиуксусная кислота; 2,4-Д – 2,4-дихлорфеноксиуксусная кислота; БАП – 6-бензил-
аминопурин, **ХГК – хлорогеновая кислота; 3,4-, 3,5- и 4,5-ди-КХК – 3,4-, 3,5- и 4,5-ди-кофеилхинные кислоты, соответ-
ственно; 3-К-5-КХК – 3-кафеоил-5-кумароилхинная кислота; 3-Ф-5-КХК – 3-ферулоил-5-кофеилхинная кислота; 3-К-5-
ФХК – 3-кафеоил-5-ферулоилхинная кислота, н.о., соединение не обнаружено. Средние значения, за которыми следует од-
на и та же буква, не различались по критерию наименьшей значимой разницы Фишера (P < 0.05).

Содержание 
вторичных 

метаболитов,
мг/г сухой массы

2,4-Д*
(0.5 мг/л)

2,4-Д
(2 мг/л)

2,4-Д + БАП
(0.5/1 мг/л)

2,4-Д + БАП
(2/1 мг/л)

4-ХФУК
(0.5 мг/л)

4-ХФУК
(2 мг/л)

4-ХФУК + БАП
(0.5/1 мг/л)

4-ХФУК + БАП
(2/1 мг/л)

ХГК** 0.12 ± 0.013бв н.о. 0.18 ± 0.024б н.о. 0.46 ± 0.060а 0.09 ± 0.010в 0.41 ± 0.059а 0.10 ± 0.009в

3,4-ди-КХК 0.03 ± 0.004вг н.о. 0.04 ± 0.004в н.о. 0.24 ± 0.023а 0.02 ± 0.003г 0.09 ± 0.009б 0.02 ± 0.002г

3,5-ди-КХК 0.44 ± 0.054г 0.03 ± 0.003д 0.94 ± 0.118в 0.03 ± 0.003д 4.29 ± 0.575а 0.41 ± 0.005г 2.53 ± 0.292б 0.34 ± 0.045г

4,5-ди-КХК 0.04 ± 0.004в н.о. 0.04 ± 0.005в н.о. 0.21 ± 0.029а 0.02 ± 0.003г 0.10 ± 0.014б 0.02 ± 0.002г

3-К-5-КХК 0.04 ± 0.005д н.о. 0.06 ± 0.007гд н.о. 0.21 ± 0.027а 0.08 ± 0.009вг 0.14 ± 0.015б 0.06 ± 0.007гд

3-Ф-5-КХК 0.02 ± 0.002г н.о. 0.05 ± 0.005в н.о. 0.18 ± 0.019а 0.01 ± 0.001г 0.11 ± 0.013б 0.02 ± 0.001г

3-К-5-ФХК 0.02 ± 0.002г н.о. 0.04 ± 0.004в н.о. 0.19 ± 0.021а 0.01 ± 0.001г 0.11 ± 0.013б 0.01 ± 0.001г

Скополин 0.12 ± 0.013в н.о. 0.23 ± 0.029б н.о. 0.56 ± 0.062а 0.08 ± 0.009г 0.27 ± 0.028б 0.13 ± 0.016в

Сумма 0.82 ± 0.097г 0.03 ± 0.003д 1.58 ± 0.185в 0.03 ± 0.003д 6.34 ± 0.761а 0.71 ± 0.085г 3.75 ± 0.443б 0.69 ± 0.081г

Рис. 5. Индекс роста каллусных культур I. batatas
под воздействием различных спектров освещения.
Конт – темнота; Б – белый; ГК – глубокий красный;
К – красный; Ж – желтый; З – зеленый; С – синий;
ЯС – яркий синий. * – указывает на достоверность
различий средних значений по t-критерию Стью-
дента (P < 0.05).
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давляющий эффект отмечен при использовании
белого и синего спектров.

Воздействие света также приводило к сниже-
нию накопления вторичных метаболитов (рис. 6;
Дополнительные материалы, рис. S6). В каллусах,
выращенных в контрольных условиях, содержа-
ние КХК было максимальным и составило
6.1 мг/г сухой массы. Содержание производных
КХК в каллусах под воздействием зеленого и глу-
бокого красного спектров было снижено в 1.8 и
1.6 раз, соответственно, по сравнению с контро-
лем. Пониженное содержание КХК также наблю-
далось в каллусах, выращенных под воздействием
синего и яркого синего спектров освещения, од-
нако разница с контролем в них не была статисти-
чески достоверна. Все типы монохромного излуче-
ния значительно снижали содержание скополи-
на с наиболее выраженным влиянием глубокого
красного и синего спектров освещения. Инте-
ресно, что воздействие света на накопление од-
ного из минорных компонентов клеточной куль-
туры I. batatas, 3,4-ди-КХК, отличалось. Так бе-
лый и ярко синий спектры вызвали двукратное
увеличение содержания данного соединения, в то
время как другие типы спектров не оказывали су-

щественного влияния на накопление вторичных
метаболитов. Подобное дифференцированное
воздействие отмечено также для 3-Ф-5-КХК, со-
держание которого увеличилось в 1.8 раза только
под воздействием красного спектра света, в то
время как зеленый свет достоверно снижал ее со-
держание. Стоит отметить, что два красных и два
синих варианта освещения, хотя и имеют разницу
всего в 30 и 20 нм, соответственно, значительно
отличались по своему воздействию на синтез
практически всех изученных производных ХГК.

ОБСУЖДЕНИЕ

Овощной батат является одним из ключевых
культурных растений в мировом аграрном секторе.
Изучение сладкого картофеля с позиции физио-
логии и биотехнологии растений открывает но-
вые возможности для оптимизации его качеств,
устойчивости к болезням и стрессам, а также
улучшения питательных характеристик. Приме-
нение клеточных культур в этом контексте имеет
ряд преимуществ. Клеточные культуры являются
альтернативной модельной системой для изуче-
ния молекулярных и клеточных реакций на раз-

Рис. 6. Влияние различных спектров освещения на синтез вторичных метаболитов в клеточной культуре I. batatas:
(а) – ХГК, (б) – 4,5-ди-КХК, (в) – 3-К-5-ФХК, (г) – 3,4-ди-КХК, (д) – 3-К-5-КХК, (е) – скополин, (ж) – 3,5-ди-
КХК, (з) – 3-Ф-5-ХК, (и) – сумма вторичных метаболитов. Конт – темнота; Б – белый; ГК – глубокий красный;
К – красный; Ж – желтый; З – зеленый; С – синий; ЯС – яркий синий. * – указывает на достоверность различий
средних значений по t-критерию Стьюдента (P < 0.05).
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личные абиотические и биотические стрессы [21].
Накопление вторичных метаболитов в растениях
подвержено влиянию многих внешних факторов,
что затрудняет их использование для получения
ценных вторичных метаболитов. В то же время
клеточные культуры, рост которых осуществляет-
ся в контролируемых условиях, являются ста-
бильным и воспроизводимым источником актив-
ных соединений [30].

В настоящей работе изучено влияние гормо-
нальных и спектральных условий культивирова-
ния на ростовые и биосинтетические характери-
стики клеточной культуры овощного батата, как
продуцента соединений полифенольной приро-
ды – производных КХК. Анализ ростовых харак-
теристик каллусной культуры I. batatas в присут-
ствии различных регуляторов роста показал су-
щественные различия. Наличие в среде 0.5 мг/л
4-ХФУК или 2,4-Д в качестве ауксинов вызывало
двукратное повышение индекса роста каллусной
культуры по сравнению с другими сочетаниями и
концентрациями фитогормонов. При этом было
показано, что каллусы I. batatas сортов Пурпл,
Jewel и Порто Рико демонстрировали наилучшую
пролиферацию на МС-среде в присутствии 1 мг/л
НУК [31]. Цитокинин БАП оказывал ингибирую-
щее влияние на рост культуры, как в комбинации
с 4-ХФУК, так и с 2,4-Д при всех изученных кон-
центрациях ауксинов. Ранее было показано, что
2.6 мкМ 4-ХФУК эффективнее стимулировали
пролиферацию каллусных клеток Ananas comosus
по сравнению с 2,4-Д [32]. Вероятно, высокая эф-
фективность 4-ХФУК может быть связана с более
высокой скоростью поглощения и метаболизма
по сравнению с 2,4-Д. Ранее было показано, что
время мобилизации 2,4-Д в тканях растений зна-
чительно уступает другими ауксинами [33]. Отли-
чия в скорости реакции известны и для других
ауксинов, например, 1-нафтилуксусная кислота
действует в шесть раз быстрее, чем индолил-3-ук-
сусная кислота [34]. Помимо активирующего эф-
фекта на ростовые параметры присутствие в среде
0.5 мг/л 4-ХФУК способствовало максимальному
суммарному накоплению вторичных метаболи-
тов, которое в 2–6 раз превышало другие сочета-
ния и концентрации гормонов. Было показано,
что содержание производных кофейной кислоты
в каллусах козельца лучистого (Scorzonera radiata)
достигало 27.95 мкг/г сухой массы клеток [35], что
в 4.4 раза выше их содержания в каллусной куль-
туре I. batatas. В тоже время в каллусной культуре
артишока испанского (Cynara cardunculus) про-
дукция этих метаболитов составляла всего
1.5 мг/г сухого веса [36]. Содержание скополина в
каллусной культуре, выращенной в присутствии
4-ХФУК, в 10 раз превышало его содержание в
клубнеплодах I. batatas (0.058 мг/г от сухой мас-
сы) [4]. Стоит отметить, что несмотря на то, что
высокие дозы 4-ХФУК и 2,4-Д (2 мг/л) оказывали

схожее влияние на пролиферацию клеток, их эф-
фект на биосинтетический потенциал I. batatas
отличался и выражался в практически полном
ингибировании накопления вторичных соедине-
ний под действием 2,4-Д. Этот результат указыва-
ет на существенное различие в действии данных
ауксинов на ростовые и биосинтетические харак-
теристики культуры овощного батата. Интересно,
что подобный эффект фитогормонов был ранее
описан в культуре якорцев стелющихся (Tribulus
terrestris). Авторы обнаружили, что 2,4-Д способ-
ствовал более активному росту клеток, тогда как
1-нафтилуксусная кислота индуцировала цито-
дифференцировку и накопление вторичных со-
единений [37].

В то же время влияние спектрального излуче-
ния на вторичный метаболизм клеточных культур
в настоящее время изучено еще недостаточно.
Полученные нами результаты свидетельствуют об
общей ингибирующей активности спектров осве-
щения в отношении роста и накопление вторич-
ных метаболитов в каллусной культуре овощного
батата. Эти данные согласуются с результатами
предыдущих экспериментов, в которых было по-
казано, что воздействие салициловой, жасмино-
вой кислот и нитропруссида натрия оказывает ак-
тивирующее влияние на вторичный метаболизм
I. batatas, в то время как физические воздействия
способствуют его ингибированию [21]. При этом
в данном исследовании мы установили, что раз-
личные типы светового излучения действовали
на физиологические и биохимические параметры
клеток по-разному. Например, наибольшее ин-
гибирующее действие на пролиферацию клеток
отмечено для синего и белого спектра, тогда как
эффект зеленого и красного света был выражен
не так значительно. В то же время в отношении
суммарного содержания вторичных метаболитов
именно действие зеленого спектра привело к
максимальному ингибированию. Свет различной
интенсивности и спектра является важным ин-
дуктором морфогенеза и фотосинтеза [14]. Оче-
видно, в условиях темноты данные процессы от-
сутствуют (или их уровень низок), в результате
чего каллусные клетки могут переключаться на
альтернативные метаболические пути, включая
пути синтеза вторичных метаболитов. Таким об-
разом, как и в случае с аналогами ауксина, прояв-
ляется альтернативное влияние различных спек-
тров на ростовые и биосинтетические характери-
стики культуры. Более того, разный спектр света
оказывал дифференцированное влияние и на об-
разование отдельных производных КХК. Было
отмечено, что белый и яркий синий свет способ-
ствовали двукратному увеличению концентрации
3,4-ди-КХК. В то время как красный, единствен-
ный из всех испытанных спектров, вызывал по-
чти двукратное увеличение накопления 3-Ф-5-КХК.
Аналогичное действие на вторичный метаболизм
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были отмечены ранее при коротком воздействии
белого света на каллусную культуру Flacourtia in-
dica [38]. В работе Szopa с соавт. [24] показано, что
синий свет вызывал трехкратное увеличение (до
0.47 мг/г сухой массы) ХГК и других фенольных
соединений в каллусах Schizandra chinensis. Более
того, красный свет способствовал накоплению
ХГК до 11.6 мг/г сухого веса в каллусах Withania
somnifera [26]. Различные производные КХК мо-
гут проявлять специфичные фармакологические
свойства. Например, в экспериментах in vivo уста-
новлено, что 3,5-ди-КХК снижала дефицит обу-
чения и памяти в модели ускоренного старения
SAMP8 [39], а различные сочетания отдельных
ди-КХК в разной степени улучшали когнитивные
способности в модели патологии, связанной с на-
коплением амилоидов-β у мышей [40]. Таким об-
разом, дифференцированное влияние отдельных
спектральных излучений можно использовать
для направленной активации отдельных актив-
ных соединений. Например, в случае с клеточной
культурой I. batatas белый, яркий синий и крас-
ный спектры можно рассматривать как эффек-
тивные физические факторы активации образо-
вания 3,4-ди-КХК и 3-Ф-5-КХК.

Работа выполнена при поддержке Российско-
го научного фонда (№ 22-24-00082). Исследова-
ние выполнено с использованием оборудования
центра коллективного пользования “Биотехно-
логия и генетическая инженерия” Федерального
научного центра биоразнообразия наземной био-
ты Восточной Азии Дальневосточного отделения
Российской академии наук.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием людей и животных в каче-
стве объектов.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта ин-
тересов.
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