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Впервые получена эмбриогенная культура мака скалоломного Papaver rupifragum Boiss. & Reut., ко-
торая была инициирована на корнях проростков, выращиваемых из семян на МС-среде с добавле-
нием 1мг/л ИМК. Последующее поддержание эмбриогенной культуры осуществляли на безгормональ-
ной MС-среде. Длительное культивирование и сохранение эмбриогенной способности культуры (более
5 лет) поддерживалось благодаря циклам адвентивного эмбриоидогенеза, включающим образова-
ние каллуса на предсуществующих эмбриоидах и индукцию из их субповерхностных клеток новых
эмбриоидов. В связи с этим полученная культура P. rupifragum может рассматриваться как диффе-
ренцированная культура, в которой стадия каллуса является промежуточным этапом развития.
Установлено, что поверхность вновь образуемых эмбриоидов покрыта поверхностной сетью экс-
траклеточного матрикса, сформированной полисахаридами, липидами и терпенами. Гистологи-
ческий анализ показал, что для эмбриогенной культуры P. rupifragum характерно образование
комплексов слитых эмбриоидов (КСЭ), возникающих, предположительно, либо в результате
кливажной полиэмбрионии, либо при синхронном развитии близлежащих эмбриоидов. Изуче-
ние гистологии и ультраструктуры КСЭ выявило, что слияние эмбриоидов обусловлено нарушени-
ями в формировании эпидермиса и кутикулы. Гистохимические исследования установили, что эм-
бриогенная культура P. rupifragum синтезирует и накапливает триацилглицериды, полисахариды,
фенольные соединения (ФС), терпены и алкалоиды. Показано, что количественный и качествен-
ный состав ФС и алкалоидов культуры P. rupifragum зависел от возраста культуры и ее дифференци-
ровки, регулируемой условиями выращивания (свет, темнота). Дифференцированная эмбриоген-
ная культура P. rupifragum сохраняет способность к формированию эмбриоидов на безгормональной
МС-среде в течение длительного времени культивирования и может являться основой для дальней-
шей разработки биотехнологических методов получения лекарственных соединений для космето-
логии и фармакологии.

Ключевые слова: Papaver rupifragum, алкалоиды, адвентивный эмбриоидогенез, корни, липиды, тер-
пены, фенольные соединения, эмбриогенная культура
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ВВЕДЕНИЕ

Методы культуры клеток и тканей широко ис-
пользуются не только для оздоровления и быст-
рого размножения растений, но и для получения
клеточных культур суперпродуцентов вторичных
метаболитов [1]. Мак скалоломный (Papaver rupi-

fragum Boiss. & Reut.) привлекает внимание ис-
следователей как декоративное многолетнее рас-
тение с крупными оранжевыми цветками, а также
как потенциальный источник лекарственных со-
единений. Представители рода Papaver синтези-
руют алкалоиды различного типа, разнообразные
фенольные соединения (ФС) и эфирные масла,
которые имеют широкий спектр биологической
активности и могут оказывать анальгезирующее,
противомикробное, противовирусное, антидиа-
бетическое и другое действие [2]. Методы получе-
ния и культивирования клеточных культур разра-

Сокращения: КСЭ – комплекс слитых эмбриоидов,
ПСЭКМ – поверхностная сеть экстраклеточного матрикса,
МС-среда – среда Мурасиге и Скуга, ТС – толуидиновый
синий, ТЭМ – трансмиссионная электронная микроско-
пия, ФС – фенольные соединения.
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ботаны для многих видов мака: P. somniferum [3,
4], P. bracteatum [5], P. orientale splendidissimum [4].
Установлено, что только эмбриогенные клеточ-
ные культуры рода Papaver обладают способно-
стью к синтезу алкалоидов [2, 6]. Получение кле-
точных культур Р. rupifragum до сих пор не было
описано. Поэтому в задачи нашей работы входи-
ло получение эмбриогенной культуры Р. rupi-
fragum, ее цитологическое изучение, а также ги-
стохимический и биохимический анализ соеди-
нений, синтезируемых культурой.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Семена Papaver rupifragum Boiss. & Reut. были
получены из Ботанического сада лекарственных
растений Казанского государственного медицин-
ского университета. Для индукции каллуса семе-
на стерилизовали 2 мин в 70% этиловом спирте,
10 мин в 45% растворе “Белизны” (содержание
NaOCl – 10%), трижды промывали стерильной ди-
стиллированной водой и высаживали на MС-среду
[7] с добавлением 1 мг/л ИМК, 30 г/л сахарозы и
0.8% агара. Семена проращивали при температу-
ре 25 ± 2°C на свету (плотность потока фотосин-
тетических фотонов 35 мкмоль/(м2 с)), фотопериод
16/8 ч (свет/темнота). После того как на корнях
проростков сформировался первичный каллус и
на нем начали появляться эмбриоиды, их перено-
сили на MС-среду без гормонов. Дальнейшее суб-
культивирование эмбриогенной культуры прово-
дили на этой же среде каждые 30 сут. на свету и в
темноте при температуре 26 ± 0.5°С.

Гистологические и электронно-микроскопи-
ческие исследования проводили по ранее исполь-
зованной методике [8]. Для этого каллус и эм-
бриоиды фиксировали 2.5% глютаровым альдеги-
дом на 0.1 M фосфатном буфере (pH 7.2) с
постфиксацией в 1% OsO4. Далее ткань обезвожи-
вали в ряде спиртов с постепенным повышением
концентрации, 100% ацетоне, 100% пропиленок-
сиде и заключали в эпоксидную смолу эпон-812.
Для приготовления гистологических препаратов
полутонкие срезы (3 мкм толщины), сделанные с
помощью ультрамикротома Ultra Cut E (“Re-
ichert-Jung”, Австрия), окрашивали 0.5% толуи-
диновым синим и изучали с помощью микроско-
па Jenamed (“Carl Zeiss”, Германия) и фотографи-
ровали, используя цифровую насадку AxioCam
MRc5 с программным обеспечением AxioVision
Rel. 4.6. Для электронно-микроскопических ис-
следований срезы (70–100 нм толщины), сделан-
ные с помощью ультрамикротома LKB 8800
(“LKB”, Швеция), монтировали на никелевые
сеточки и окрашивали последовательно 2% ура-
нилацетатом и цитратом свинца. Исследования
проводили на микроскопе “Hitachi 7800” (“Hita-
chi”, Япония).

Гистохимическое окрашивание эмбриогенной
культуры выполняли на прижизненных срезах
толщиной 15–20 мкм, сделанных на вибратоме
VT100S (“Leica”, Германия). Для приготовления
прижизненных срезов образцы каллуса и эмбрио-
идов заключали в блоки из 3% агарозы, приготов-
ленной на дистиллированной воде. Непрерывная
подача ножа составляла 2.5 мм/c, частота вибра-
ции ножа – 60 Гц. Нарезанные срезы помещали в
дистиллированную воду, окрашивание проводи-
ли сразу после нарезки.

Срезы, зафиксированные в эпоксидную смо-
лу, окрашивали 0.5% толуидиновым синим
(ТС), приготовленным на 0.1% растворе Na2CO3
(pH 11.1). Окрашивание проводили на предмет-
ном столике Slides Warmer XH-2002 (“C&A Scien-
tific”, США) при 60°C в течение 1–6 мин и затем
отмывали дистиллированной водой.

Для выявления липидов прижизненные сре-
зы окрашивали в течение 10 мин 0.3% раствором
Судана III, приготовленного на 70% спирте, за-
тем отмывали дистиллированной водой, помеща-
ли в каплю дистиллированной воды и накрывали
покровным стеклом. Локализацию терпенов
определяли на прижизненных срезах с помощью
реактива NADI как описано ранее [9].

Срезы исследовали с помощью микроскопа
Jenamed (“Carl Zeiss”, Германия), используя про-
граммное обеспечение Axiovision Rel 4.6, и фото-
графировали с помощью цифровой камеры Axio
Cam MRc5 (“Carl Zeiss”, Германия). Депонирова-
ние алкалоидов изучали в УФ на микроскопе Axio
Scope A1 (“Carl Zeiss”, Германия), λ = 365 нм.

Для биохимических исследований эмбриоген-
ную культуру лиофильно высушивали на субли-
мационной сушилке Alpha 1-4 LD-2 (“Martin
Christ”, Германия) и размалывали на шаровой
мельнице MM400 (“Retsch”, Германия) при ча-
стоте 25 Гц в течение 3 мин.

Для выделения ФС и алкалоидов 50 мг лио-
фильно высушенной эмбриогенной культуры за-
ливали 0.5 мл подкисленного 70% этанола (ко-
нечная концентрация уксусной кислоты 0.5%),
обрабатывали ультразвуком (УЗ) (10 мин, 30 кГц,
20°С) и инкубировали в течение 1 ч при 80°С. Го-
могенат центрифугировали (10 мин, 10000 g), су-
пернатант отбирали. К осадку добавляли 0.5 мл
70% подкисленного этанола, обрабатывали УЗ,
инкубировали 0.5 ч при 80°С и затем центрифуги-
ровали. Объединенные супернатанты использо-
вали для выделения алкалоидов, определения со-
держания растворимых ФС, проведения ТСХ и
ВЭЖХ-анализа ФС.

Общее содержание растворимых ФС опреде-
ляли на спектрофотометре LAMBDA 25 (“Perkin-
Elmer”, США) по методу Фолина-Чокальтеу [10]
и рассчитывали в мг-экв. галловой кислоты на 1 г
сухого веса.
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Для экстракции алкалоидов 500 мкл спиртового
экстракта высушивали при 35°С, 20 ГПа на ваку-
умном концентраторе (“Concentrator plus, Eppen-
dorf”, США). К высушенному экстракту добавля-
ли 100 мкл 2 N HCl, обрабатывали ультразвуком,
центрифугировали (5 мин, 10000 g), супернатант
отбирали, к осадку добавляли 100 мкл 2 N HCl и
процедуру повторяли. Объединенный суперна-
тант, содержащий алкалоиды в виде водораство-
римых солей, отмывали от липофильных веществ
1 мл хлороформа. Верхнюю водную фазу отбира-
ли и нейтрализовали равным объемом 2 N NaOH.
Объем нейтрализованного раствора доводили во-
дой до 0.5 мл.

Спектрофотометрическое определение алка-
лоидов. К 50 мкл нейтрализованного раствора,
содержащего алкалоиды, добавляли 0.5 мл 0.25 М
цитратно-фосфатного буфера (рН 4.7) и 0.5 мл
0.1 мМ бромкрезолового зеленого (БКЗ). Для
формирования ионной пары БКЗ-алкалоид реак-
ционную смесь выдерживали 5 мин при комнат-
ной температуре и затем экстрагировали дважды
хлороформом. Для этого к реакционной смеси
добавляли 0.5 мл хлороформа, перемешивали,
нижнюю хлороформенную фазу отбирали, а к
водной фазе добавляли 0.5 мл хлороформа и по-
вторяли процедуру. Хлороформенные извлечения
объединяли и конечный объем образца доводили
хлороформом до 1 мл. Образцы сканировали на
спектрофотометре LAMBDA 25 (“PerkinElmer”,
США) в диапазоне от 350 до 550 нм. Максимум
поглощения ионной пары БКЗ-алкалоид нахо-
дится в диапазоне 418 ± 2 нм. Для получения
бланка 0.5 мл буфера смешивали с 0.5 мл БКЗ и
проводили экстракцию хлороформом как описа-
но выше. Для построения калибровочной кривой
использовали 0.1% раствор папаверина гидрохло-
рида в концентрации от 2 до 10 мкг. Подготовку
образцов проводили как описано выше.

Для ТСХ вторичных соединений использовали
пластины “Sorbfil” ПТСХ-АФ А-УФ. Этаноль-
ные образцы (5 мкл) наносили на стартовую ли-
нию в виде полос шириной 4–5 мм. Разделение
веществ проводили в отобранной верхней фазе
смеси этилацетат–уксусная кислота–муравьиная
кислота–вода (90 : 10 : 10 : 24) [11]. ТСХ-пластину
рассматривали при 312 нм на трансиллюминаторе
TCP-20 MC (“Vilbert Lourmat”, Франция). Для
проявления пятен алкалоидов на пластинах при-
меняли реактив Драгендорфа, модифицирован-
ный по Мунье [11].

Исследование ФС методом обращенно-фазо-
вой ВЭЖХ (ОФ-ВЭЖХ) проводили на хроматогра-
фической системе высокого давления BioLogic
DuoFlow™ (“BioRad”, США). В качестве непо-
движной фазы использовали колонку с обращен-
ной фазой “Symmetry® C18”, размер колонки –
3.9 × 150 мм (“Waters”, США), наполнитель с раз-

мером частиц 5 мкм и размером пор 100 Å (“Wa-
ters”, США). В качестве подвижной фазы были
использованы следующие растворы: раствор А –
6% уксусная кислота, раствор Б – 80% ацетонит-
рил. Градиент был создан по следующей схеме:
0–4 мин – 100% раствор А, 4–6 мин – 100% рас-
твор А и 25% раствор Б, 6–8 мин – 25% раствор Б,
13–16 мин – 25–30% раствор Б, 16–26 мин – 30–
65% раствор Б; 26–31 мин – 65% раствор Б; 31–
41 мин – 65–100% раствор Б; 41–46 мин – 100%
раствор Б; 46–47 мин – 100% раствор Б и 100%
раствор А; 47–55 мин – 100% раствор А. Скорость
подачи подвижной фазы – 0.6 мл/мин. Объем
вводимой пробы 50 мкл. Детекцию пиков фе-
нольных соединений осуществляли посредством
детектора BioLogic QuadTec UV/Vis (“BioRad”,
США) при длине волны 280 и 360 нм. Идентифи-
кацию пиков фенольных кислот и флавоноидов
выполняли относительно времени удерживания
на колонке известных ФС (галловая, р-кумаро-
вая, феруловая, синаповая, бензойная кислоты,
рутин, кверцетин, кемпферол) (“Sigma-Aldrich”,
США). Для расчетов использовали значения пло-
щадей пиков полученных хроматограмм, выра-
женные в мкВ·с.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Образование первичного светло-коричневого
каллуса наблюдали на корнях проростков P. rupi-
fragum через две недели их культивирования на
MС-среде с добавлением 1 мг/л ИМК (рис. 1а).
Белые блестящие уплотнения на поверхности
каллуса появлялись через 1–2 мес. (рис. 1б). Про-
веденные гистологические исследования позво-
ляют рассматривать первичные белые уплотне-
ния как аномально развивающиеся эмбриоиды,
поскольку в них происходила дифференцировка
апикального и базального полюсов с образовани-
ем биполярной структуры, характерной для сома-
тических зародышей (рис. 1в). Эмбриоиды имели
протодерму, но в некоторых местах ее целост-
ность была нарушена (рис. 1г). Эмбриоиды были
покрыты поверхностной сетью экстраклеточного
матрикса (ПСЭКМ), розово-сиреневое окраши-
вание толуидиновым синим свидетельствует о
присутствии в ней полисахаридов (рис. 1в, 1г).
ПСЭКМ, образованная секретируемыми соеди-
нениями различной природы – это морфологиче-
ская структура, характерная для кластеров эм-
бриогенных клеток и глобулярных эмбриоидов
разных видов растений [12]. При дальнейшем
культивировании на среде с ИМК у эмбриоидов
P. rupifragum происходила дифференцировка
апекса стебля с образованием небольших светло-
зеленых семядолей, но развитие корня отсутство-
вало (рис. 1д). Гистологические исследования
выявили, что у первичных эмбриоидов нарушена
дифференцировка сосудистой системы и проис-
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ходит разрастание центральной части эмбриоида
за счет деления паренхимных клеток (рис. 1е).
При переносе на безгормональную MС-среду на
первичных эмбриоидах формировался мягкий

ослизненный каллус, на поверхности которого за-
тем появлялись вторичные эмбриоиды (рис. 1ж).
Разрыхление эмбриоидов и формирование каллуса
происходило в результате деления центральных

Рис. 1. Образование эмбриогенной культуры на корнях проростков P. rupifragum: а – индукция первичного каллуса на
корнях; б – появление белых уплотнений на поверхности каллуса через 1–2 мес. культивирования на MС-среде c до-
бавлением 1мг/мл ИМК; в, г – сердечковидные эмбриоиды, покрытые слоем ПСЭКМ; д – формирование семядолей
у эмбриоидов на MС-среде с добавлением ИМК на свету; е – торпедовидный эмбриоид с разросшейся центральной
частью; ж – формирование вторичных эмбриоидов на безгормональной MС-среде на каллусе, образовавшемся на
первичных эмбриоидах; з – субповерхностное формирование вторичных эмбриоидов; и – формирование ПСЭКМ
при образовании вторичных эмбриоидов; к – множественная субэпидермальная инициация эмбриоидов; л – диффе-
ренцировка семядолей у эмбриоидов на безгормональной МС-среде на свету, стрелка указывает на формирование
каллуса на базальной части КСЭ и образование на поверхности каллуса эмбриоидов; м – формирование эмбриоидов
при субкультивировании на безгормональной МС-среде в темноте; развитие семядолей отсутствует. АК – апекс корня,
Кс – каллус, Пд – протодерма, См – семядоля, Э – эмбриоид.
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паренхимных клеток, и лизиса клеток протодермы.
Новые эмбриоиды возникали преимущественно
из субповерхностных клеток (рис. 1з). На рис. 1ж
показано, что вновь возникающие эмбриоиды ле-
жат на поверхности каллуса, находятся на разных
стадиях развития и покрыты слизистым секретом
(рис. 1и). Судя по множественной инициации но-
вых эмбриоидов (рис. 1к), к эмбриогенному раз-
витию было способно большое число клеток пер-
вичного каллусирующего эмбриоида. Дальнейшее
развитие эмбриоидов имело свои особенности и
зависело от светового режима. При субкультиви-
ровании эмбриоидов на MС-среде на свету в те-
чение 1 мес. происходило развитие эмбриоидов
от стадии глобулы до стадии формирования семя-
долей, но ризогенез отсутствовал. Затем, базальная
часть эмбриоидов образовывала мягкий ослизнен-
ный каллус-няньку с последующим формирова-
нием новых эмбриоидов, развивающихся на по-
верхности каллуса (рис. 1л). При отборе каллуса с
эмбриоидами и дальнейшем культивировании их
на свету цикл развития эмбриоидов повторялся и
проходил от глобулы до стадии развития семядо-
лей. При культивировании в темноте развитие се-
мядольных листьев отсутствовало (рис. 1м), но
поддержание каллуса всегда сопровождалось по-
следовательными циклами разрыхления эмбрио-
идов, образованием каллуса и формированием
новых эмбриоидов. Полученная дифференциро-
ванная культура P. rupifragum сохраняла способ-
ность к формированию эмбриоидов на безгормо-
нальной МС-среде более пяти лет.

Интересно, что на MС-среде, как в темноте,
так и на свету, мы очень редко наблюдали разви-
тие отдельных зародышей, но отмечали образова-
ние бесхлорофильных крупных округлых струк-
тур (рис. 1м), на свету часто имеющих зеленую
верхушку, и состоящих из эмбриоидов на стадии
торпедо или формирования семядолей, слитых
поверхностями (рис. 2а, 2в). Для таких структур
мы ввели термин “комплексы слитых эмбриои-
дов” (КСЭ).

Поперечный срез каллуса с КСЭ на разных
стадиях развития показывает, что культура имеет
гетерогенную структуру и образована мелкими
глобулами (50–70 мкм), средними глобулами
(200–300 мкм), крупными глобулами (около
1 мм), которые разделены и окружены каллусны-
ми клетками (рис. 2б). На рис. 2б видно, что попе-
речный срез крупной глобулы является попереч-
ным срезом КСЭ (рис. 2а). На продольном срезе
КСЭ отчетливо видимый эпидермис характерен
только для развивающихся семядолей; в базаль-
ной части КСЭ эпидермис фрагментарный (рис.
2г). Развитие корней у КСЭ отсутствует.

Изучение гистологии и ультраструктуры КСЭ
показало, что слияние эмбриоидов обусловлено
отсутствием формирования полноценного эпи-

дермиса вследствие нарушения синтеза кутику-
лярного слоя (рис. 2д, 2е, 2ж, 2з). На рис. 2е вид-
но, что с поверхности клетки “отшелушиваются”
слои клеточных стенок; вероятно, нарушение по-
лимеризации компонентов клеточных стенок и
кутикулы обуславливают формирование ПСЭКМ,
окружающей развивающиеся эмбриоиды. Как упо-
миналось ранее, образование новых эмбриоидов
происходит преимущественно из базальной части
КСЭ (рис. 1л). На продольном гистологическом
срезе КСЭ хорошо видно, что в “слитых” эмбрио-
идах этот процесс может начинаться до стадии
формирования семядолей (рис. 2з, и).

При гистологическом (рис. 2л) и электронно-
микроскопическом исследовании (рис. 2м–2н)
семядольных листьев эмбриоидов были обнару-
жены клетки с многочисленными везикулами в
цитоплазме, расположенные вдоль ситовидных
клеток сосудистых пучков. Предполагается, что
эти клетки представляют собой млечники. Клетки
аналогичного строения, формирующие длинные
тяжи, параллельные сосудам флоэмы, были иден-
тифицированы в проростках P. somniferum [13].

Гистохимический анализ выявил, что в клет-
ках как глобулярных эмбриоидов (рис. 3а, 3б), так
и в КСЭ (рис. 3в, 3г–3е) накапливаются липофиль-
ные соединения, окрашиваемые Суданом III. Из-
вестно, что Судан III окрашивает как жирные
масла, представленные преимущественно триа-
цилглицеридами, и локализованные в сферосо-
мах цитоплазмы, так и эфирные масла, основу
которых составляют терпены и их производные
[14]. Чтобы дифференцировать терпены от триа-
цилглицеридов мы использовали специфичный
для терпенов краситель NADI и выявили, что тер-
пены накапливаются как в глобулярных эмбриои-
дах (рис. 3ж, з), так и в КСЭ (рис. 3к–3м). При
этом оба реактива окрашивали в клетках мелкие
округлые структуры (рис. 3а, 3б, 3и, 3м). Было
отмечено, что на поверхности глобулярных эм-
бриоидов имеется слой, окрашиваемый как Су-
даном III (рис. 3а), так и реактивом NADI
(рис. 3ж, 3з). Вероятно, ПСЭКМ, характерная
для кластеров эмбриогенных клеток и глобуляр-
ных эмбриоидов, также содержит терпены. Инте-
ресно, что клетки мягкого каллуса-няньки, лежа-
щие вокруг эмбриоидов, имели наиболее круп-
ные включения терпенов (рис. 3и).

Окрашивание Суданом III прижизненных сре-
зов КСЭ, выращиваемых на свету (рис. 3в), обна-
ружило, что липофильные соединения полно-
стью заполняют цитоплазму клеток в базальной
части КСЭ (рис. 3г–3е). При этом при использо-
вании реактива NADI видно, что окрашиваются
только округлые структуры разного размера, а
цитоплазма остается бесцветной (рис. 3л, 3м). Ве-
роятно, базальные клетки КСЭ накапливают как
терпены в везикулах, так и триацилглицериды в
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сферосомах, поэтому при использовании Суда-
на III базальные клетки окрашиваются почти
полностью. В “верхушке” КСЭ, сформированной
развивающимися семядолями, оба гистохимиче-
ских красителя выявляли только мелкие округ-
лые структуры (рис. 3г, 3д, 3к, 3л).

Синтез и накопление липофильных соедине-
ний в эмбриогенной культуре P. rupifragum были
подтверждены при изучении ультраструктуры кле-
ток глобулярных эмбриоидов. На электронно-
микроскопических снимках цитоплазма клеток
эмбриоидов, особенно клеток протодермы, запол-
нена многочисленными сферосомами (рис. 4а–4г).
В клетках эмбриоидов также присутствуют не-
большие вакуоли с осмиофильным преципита-
том (рис. 4а, 3в, 3д), вероятно, ФС, возможно, ал-
калоидами. Осмиофильные отложения визуали-
зировались как по тонопласту вакуолей (рис. 4б,
3в, 3д), так и в виде крупных округлых включений
(рис. 4д). Эти вакуоли всегда отделены от плазма-
леммы слоем сферосом и занимают более цен-
тральное положение. Клетки эмбриоидов имеют
многочисленные активные митохондрии (рис. 4в,
4д), пластиды содержат крупные зерна крахмала
(рис. 4г, 4е, 4ж). Стоит особо отметить многооб-
разие липидных телец, присутствующих в клетках
эмбриоидов. Они локализованы не только в ци-
топлазме и различаются по цвету и величине, но и
в пластидах (рис. 4в, 4е, 4ж). Во многих пластидах
можно выявить минимум одну пластоглобулу
(рис. 4е, 4ж). Пластоглобулы так же отличаются
по размеру и плотности контрастирования OsO4
и, вероятно, образованы разными соединениями.
Но их размеры значительно меньше размеров ли-
пидных телец в цитоплазме.

Исследование эмбриогенной культуры в УФ
обнаружило желто-зеленую внутриклеточную ав-
тофлуоресценцию каллусных клеток (рис. 5а, 5б),
окружающих эмбриоиды, что может свидетель-
ствовать о накоплении алкалоидов в каллусной
культуре [15]. Голубая автофлуоресценция в от-
дельных поверхностных клетках эмбриоидов мо-
жет свидетельствовать о накоплении в них фе-
нольных кислот (рис. 5в, 5г).

Как следует из табл. 1, при выращивании в
темноте общее содержание растворимых ФС и
общее содержание алкалоидов в культуре увели-
чивается в зависимости от длительности пассажа:
в 4-недельной культуре содержание ФС и алкало-
идов выше, чем в 2-недельной культуре. При
этом, содержание ФС увеличивается всего на
20%, тогда как алкалоидов – в 2.6 раза. Общее со-
держание ФС и алкалоидов в 3-недельной культуре
на свету меньше, чем в 2-недельной культуре в тем-
ноте, но разница статистически не достоверна.

Проведенный ТСХ анализ этанольного экс-
тракта выявил наличие пятен, окрашиваемых ре-
активом Драгендорфа, во всех вариантах исследу-
емой культуры, которые отличались как по ин-
тенсивности окрашивания, так и по положению
на ТСХ пластине (рис. 6б). Пятна, наиболее ин-
тенсивно флуоресцирующие при 312 нм (рис. 6а),
как правило, наиболее сильно окрашивались ре-
активом Драгендорфа. Видно, что культуры раз-
ного возраста (4 и 2 нед.), выращиваемые в тем-
ноте, имели разную интенсивность как окраши-
вания пятен реактивом Драгендорфа, так и
флуоресценции, что коррелирует с почти 3-крат-
ным различием в общем содержании алкалоидов.
Интересно, что культура, выращиваемая на свету,
значительно больше отличалась по количеству
пятен и интенсивности их свечения от темновых
культур, чем темновые культуры разного возраста
отличались между собой. Следует отметить, что
не все флуоресцирующие пятна окрашивались
реактивом Драгендорфа, поскольку, с одной сто-
роны, не все алкалоиды флуоресцируют, а с дру-
гой стороны, чувствительность реактива Драген-
дорфа может быть ниже чувствительности флуорес-
центного анализа. К тому же разные алкалоиды в
разной степени реагируют с реактивом Драгендор-
фа [16] и их содержания может быть недостаточно
для явной позитивной реакции. Кроме того, не
исключено, что отдельные пятна были “сложными”
и представлены различными соединениями (на-
пример, ФС и алкалоидами).

При анализе спектра ФС спиртовых экстрак-
тов трех вариантов эмбриогенной культуры было
выявлено наличие как свободных фенольных
кислот (п-кумаровой, феруловой и 2,5-дигид-

Рис. 2. Особенности эмбриогенной культуры P. rupifragum при выращивании на свету: а – разнообразие эмбриогенных
структур в культуре при развитии на свету; формирование семядольных листьев у отдельных эмбриоидов и у КСЭ
(указано стрелкой); б – гистологический срез эмбриогенной культуры; стрелкой указан поперечный срез КСЭ (окра-
шивание ТС); в – морфология КСЭ, г – продольный срез КСЭ, д, е, ж – отсутствие кутикулы, отделение слоев кле-
точной стенки (сплошная стрелка) и разрыхление клеточных стенок (пунктирная стрелка) у прорастающих эмбриои-
дов, ТЭМ; з – гистологический срез КСЭ с формирующимися адвентивными эмбриоидами из клеток базальной части
(окрашивание ТС), и – деталь рис. 2з, адвентивные эмбриоиды, развивающиеся из клеток базальной части КСЭ
(окрашивание ТС); к – эмбриоиды P. rupifragum с семядольными листьями; л – гистологический срез семядольного
листа с проводящей системой (окрашивание ТС); м – дифференцировка млечников с многочисленными мелкими ва-
куолями вдоль ситовидных элементов (окрашивание ТС); н – электронно-микроскопические особенности клеток
млечников, ТЭМ. БЧ – базальная часть, В – вакуоль, ВЭ – верхний эпидермис, Кс – каллус, КС – клеточная стенка,
Кр – крахмальное зерно, КСЭ – комплекс слитых эмбриоидов, ЛТ – липидное тельце, Мл – млечник, НЭ – нижний
эпидермис, Пд – протодерма, ПрП – проводящий пучок, Пл – пластида, См – семядоля, СЭ – ситовидный элемент.



ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 70  № 7  2023

ПОЛУЧЕНИЕ ДЛИТЕЛЬНО КУЛЬТИВИРУЕМОЙ ЭМБРИОГЕННОЙ КУЛЬТУРЫ 749

100 мкм 100 мкм

200 мкм

200 мкм

5 мм

100 мкм

2 мкм100 мкм

100 мкм

50 мкм 15 мкм 5 мкм

50 мкм

(а)

(г) (е)

(ж)

(з) (и) (к)

(л) (м) (н)

(д)

(б) (в)

ЭЭ

СлСлСл СлСлСл

СЛСЛСЛ

КсКсКс

ЭЭ

ЭЭ

ЭЭ

КСЭКСЭКСЭ

ПрППрППрП

ВЭВЭВЭ

НЭНЭНЭ

МлМлМл

МлМлМл

МлМлМл СЭ СЭ СЭ

 СЭ СЭ СЭ

ПрПрПр

ПрПрПр

ЯЯ
ВВ

ЛТЛТЛТ
ЛТЛТЛТ

ЛТЛТЛТ

ПлПлПл

ПлПлПл

БЧБЧБЧ

EE

EE

КсКсКс

КсКсКс

КсКсКс

CsCsCsКСЭКСЭКСЭ

КСЭКСЭКСЭ КСЭКСЭКСЭ

ПСЭКМПСЭКМПСЭКМ



750

ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 70  № 7  2023

РУМЯНЦЕВА и др.

Таблица 1. Содержание алкалоидов и фенольных соединений в культуре P. rupifragum в зависимости от длитель-
ности пассажа и условий культивирования (темнота, свет).

Примечание: эмбриогенную культуру выращивали на безгормональной МС-среде 4 нед. в темноте (1), 2 нед. в темноте (2),
3 нед. на свету (3).

1 2 3

Содержание алкалоидов, мг/г сухого веса 3.66 ± 0.15b 1.41 ± 0.11a 1.18 ± 0.03а
Содержание фенольных соединений, мг/г сухого веса 20.80 ± 0.64b 17.39 ± 0.75a 14.99 ± 0.58a

роксибензойной кислот), так и флавоноидов
(кверцетина и кемпферола) (рис. 7). Отличия меж-
ду вариантами носили в большей степени количе-
ственный характер, тем не менее, только в вари-
антах темнота (4 нед.) и свет, присутствовали
кверцетин и кэмпферол (рис. 7а, 7в). При этом у
2-недельной темновой культуры было отмечено
появление крупного неидентифицированного
пика (время удерживания 48.2 мин) (рис. 7б), ко-
торый отсутствовал у культуры на свету (рис. 7в) и
был по площади в 4.6 раза больше, чем этот же
пик у 4-недельной темновой культуры (рис. 7а).
На свету содержание п-кумаровой кислоты, исхо-
дя из площадей пиков, было значительно мень-
ше, чем в темновых вариантах каллуса.

ОБСУЖДЕНИЕ

Проведенные исследования показали, что
культура P. rupifragum является эмбриогенной и
дифференцированной, поскольку состоит из кал-
лусных клеток и эмбриоидов на разных стадиях
развития. Получение эмбриогенной культуры для
P. rupifragum было описано впервые. Поддержа-
ние культуры происходит в результате повторяю-
щихся циклов адвентивного эмбриодогенеза на
безгормональной MС-среде. Эмбриоидогенно-
компетентными являются отдельные субповерх-
ностные клетки (или группы клеток) предсуще-
ствующего эмбриоида, в то время как остальная
часть клеток эмбриоида либо формирует каллус,
либо погибает. Особенностью гетерогенной куль-
туры P. rupifragum является формирование много-
численных, плотно прилегающих друг к другу

или срастающихся (слитых) эмбриоидов. Образо-
вание КСЭ, вероятно, обусловлено, с одной сто-
роны, множественной инициацией эмбриоидов,
когда несколько близлежащих клеток (групп кле-
ток) одного эмбриоида начинают синхронное
развитие по пути эмбриоидогенеза (аналогично
событиям, описанным при кливажной полиэм-
брионии), а, с другой стороны, нарушениями в
формировании полноценной кутикулы. Извест-
но, что одна из функций кутикулы – это разделе-
ние органов развивающегося растения [17, 18].
Трансгенные растения Arabidopsis thaliana, в кото-
рых синтез кутина был нарушен сверх-экспрес-
сией гена кутиназы, имели измененную уль-
траструктуру кутикулы, нарушения в формирова-
нии эпидермиса, а также слившиеся органы [17].
Кливажная полиэмбриония как бесполое форми-
рование нескольких зародышей из отдельных кле-
ток зиготического зародыша на его ранних стадиях
развития описана для зародышей in vivo [19]. Есть
достоверные доказательства, что кливажная по-
лиэмбриония на стадии проэмбрио наблюдается
в эмбриогенных культурах голосеменных [20].
Вероятно, прямое образование эмбриоидов (без
стадии каллуса) в культурах с повторяющимся
циклами адвентивного эмбриоидогенеза также
может рассматриваться как вариант кливажной
полиэмбрионии.

Формирование эмбриоидов P. rupifragum сопро-
вождалось развитием фибриллярной ПСЭКМ [21],
описанной для эмбриогенных культур различных
видов растений и характерной для проэмбрио и
глобулярных эмбриоидов. Ранее ПСЭКМ, в со-
став которой входили арабиногалактановые бел-

Рис. 3. Гистохимическое изучение клеток эмбриоидов P. rupifragum: а – идентификация липофильных соединений Су-
даном III в глобулярном эмбриоиде и на его поверхности в качестве компонента ПСЭКМ; б – внутриклеточная лока-
лизация липофильных соединений при окрашивании Суданом III; мелкие липофильные тельца расположены вдоль
клеточных стенок в клетках глобулярного эмбриоида; в – образование множественных зеленых семядолей в КСЭ; г –
локализация липофильных соединений в клетках КСЭ (окрашивание Суданом III); видно увеличение накопления
липофильных соединений от верхушки к основанию КСЭ; д – накопление липофильных соединений в клетках ба-
зальной части КСЭ, окраска Суданом III; е – деталь рис. 3д; клетки, полностью заполненные липофильными соеди-
нениями; ж – выявление терпенов с помощью реактива NADI в глобулярном эмбриоиде и в клетках каллуса; з – пре-
рывистые отложения терпенов в виде слоя, окрашиваемого реактивом NADI, на поверхности глобулярного эмбриода;
и – терпен-содержащие везикулы разного размера в каллусных клетках эмбриогенной культуры P. rupifragum; к – ги-
стологический срез КСЭ, окрашенного реактивом NADI; л – возрастание внутриклеточного накопления терпенов от
семядолей к базальной части КСЭ; м – крупные везикулы и многочисленные мелкие везикулы, окрашиваемые реа-
гентом NADI, в базальной части КСЭ. БЧ – базальная часть КСЭ, ЛТ – липофильное тельце, ПСЭКМ – поверхност-
ная сеть экстраклеточного матрикса, См – семядоля, Э – эмбриоид. Сплошными стрелками указаны липидные тель-
ца, окрашиваемые Cуданом III, пунктирными стрелками указаны терпены, окрашиваемые реактивом NADI.
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ки и полисахариды, была обнаружена нами в эм-
бриогенном каллусе Fagopyrum tataricum [22]. Ги-
стохимически было показано, что в состав
ПСЭКМ, обнаруживаемой на поверхности про-

эмбрио и эмбриоидов P. rupifragum, входят поли-
сахариды и соединения липофильной природы
(липиды и терпены). Ранее липиды были иденти-
фицированы в ПСЭКМ андрогенного каллуса

Рис. 4. Электронно-микроскопическое строение клеток эмбриогенных структур P. rupifragum: а – клетки эмбриоида,
содержащие сферосомы, пластиды с крахмальными зернами и мелкие вакуоли; б – клетки протодермы эмбриоида, с
многочисленными сферосомами в цитоплазме; в – сферосомы, ассоциированные с ЭР; г – цитоплазма клеток с круп-
ными амилопластами, содержащими многочисленные крахмальные зерна, митохондриями и сферосомами; д – округ-
лые осмиофильные включения и отложение осмиофильного материала по тонопласту в вакуолях; е, ж – пластиды с
крахмальными зернами и пластоглобулами. В – вакуоль, Мт – митохондрия, КЗ – крахмальное зерно, Пл – пластида,
Сф – сферосома, ФС – фенольные соединения, ЭР – эндоплазматический ретикулум, Я – ядро; пластоглобулы ука-
заны стрелкой.
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Рис. 5. Автофлуоресценция в клетках эмбриогенной культуры P. rupifragum при освещении прижизненных срезов УФ:
а, в – прижизненные срезы эмбриоидов, б – автофлуоресценция внутриклеточных включений и клеточных стенок
в паренхимных клетках каллусной ткани, г – автофлуоресценция в единичных поверхностных клетках эмбриодов.
Кс – каллус, Э – эмбриоид. Белыми сплошными стрелками указана желто-зеленая автофлуоресценция алкалоидов
в каллусных клетках, белой пунктирной стрелкой – автофлуоресценция клеточных стенок; розовыми стрелками
указана голубая автофлуоресценция фенольных кислот.
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Рис. 6. ТСХ этанольного экстракта эмбриогенных культур P. rupifragum, культивируемых в разных условиях. 1 – папа-
верина гидрохлорид, 4 мкг, 2 – 4 нед. в темноте, 3 – 2 нед. в темноте, 4 – 3 нед. на свету. а – флуоресценция при 312 нм,
б – окрашивание реактивом Драгендорфа; пунктирной линией обведены пятна, окрашиваемые реактивом.
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пшеницы и камелии [23]. Предположительно,
часть веществ, составляющих ПСЭКМ, имеет
внутриклеточную природу и накапливается экс-
траклеточно в результате разрушения и гибели
клеток эмбриоидов, переходящих к каллусообра-
зованию. Нами показано, что цикл, включающий
образование каллуса и последующее формирова-
ние новых эмбриоидов, происходит в базальной
части КСЭ, в которой клетки имеют наиболее
крупные липофильные включения (рис. 3). Дру-

гая часть компонентов ПСЭКМ является про-
дуктом секреции полисахаридов и гликозилиро-
ванных белков, являющихся компонентами кле-
точных стенок и участвующими в их синтезе,
или защитными молекулами. Не исключено, что
определенная часть соединений, составляющих
ПСЭКМ, являются продуктом сшелушивания
компонентов клеточных стенок в процессе их мо-
дификации и, например, растяжения. Вполне
возможно, что образование ПСЭКМ на поверх-
ности проэмбрио и глобулярных эмбриоидов
обусловлено аномалиями в образовании кутику-
лярного слоя и клеточных стенок как результат
влияния специфических условий культивирова-
ния in vitro. Одним из факторов, оказывающим
наиболее значимое влияние на физиологию и
морфогенез растений in vitro, является высокая
относительная влажность в сосудах культивиро-
вания, достигающая 100% [24]. Установлено, что
листья растений, культивируемых in vitro, имеют
кутикулу тоньше, чем листья растений in vivo [25,
26], в некоторых случаях кутикула на листьях от-
сутствует совсем [27]. Показано, что высокая
влажность может нарушать полимеризацию ку-
тина и эпикутикулярных восков, влияя на состав
и толщину кутикулы [25], ее механические свой-
ства [28] и проницаемость [29]. По мнению Yeung
[30] морфология кутикулярного слоя отражает
физические и химические условия развития заро-
дыша. Отсутствие кутикулярного слоя в условиях
высокой влажности может приводить к разрыхле-
нию структуры и “сшелушиванию” слоев клеточ-
ных стенок, что мы обнаружили при изучении
ультраструктуры клеток эмбриоидов P. rupifragum
(рис. 2). Возможными функциями ПСЭКМ, об-
разованной полисахаридами, белками и липо-
фильными соединениями, могут быть механиче-
ская защита и поддержание водного баланса в
клетках проэмбрио и глобулярных зародышей
при отсутствии полностью сформированной про-
тодермы и полноценной кутикулы, а также ее
определенная организующая функция на ранних
этапах дифференцировки соматических зароды-
шей [23]. Можно предполагать, что дефекты в
развитии протодермы и кутикулярного слоя на-
ходятся в ряду факторов, “запускающих” повтор-
ные циклы каллусирования и образования адвен-
тивных эмбриоидов в эмбриогенной культуре ма-
ка скалоломного на безгормональной среде.

Как уже было отмечено, для эмбриоидов
P. rupifragum было характерно накопление соеди-
нений липофильной природы. Известно, что се-
мена маковых обогащены триацилглицеридами,
жирными кислотами, токоферолом, предше-
ственником которого является дитерпен фитол
[2]. Синтез и накопление триацилглицеридов бы-
ли описаны для эмбриогенных каллусов P. som-
niferum и P. orientale [31]. Аккумуляцию триацилг-
лицеридов у эмбриоидов в этих видах мака на-

Рис. 7. ВЭЖХ фенольных соединений эмбриогенных
культур P. rupifragum, культивируемых в разных усло-
виях: а – 4 нед. в темноте, б – 2 нед. в темноте, в – 3 нед.
на свету (1 – п-кумаровая кислота, 2 – феруловая кис-
лота, 3 – 2,5-дигидроксибензойная кислота, 4 – квер-
цетин, 5 – коричная кислота, 6 – кемпферол).
Сплошная линия – поглощение при 280 нм, пунктир-
ная линия – поглощение при 360 нм.
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блюдали на стадии глобулы. При переносе
соматических зародышей на среду регенерации
происходило снижение содержания липофиль-
ных соединений. По мнению авторов [31] синте-
зируемые липиды выполняют энергетическую
функцию, так как их содержание в клетках значи-
тельно снижалось при прорастании зародышей.
Необходимо отметить, что липофильные соеди-
нения, накапливающиеся в семенах представите-
лей рода Papaver, определяют ценность этого рас-
тения для пищевой и косметической промышлен-
ности [32]. Семена мака богаты как насыщенными
(пальмитиновая, стеариновая), так и полиеновы-
ми (линолевая, олеиновая, альфа-линоленовая)
жирными кислотами.

Наши гистохимические исследования показа-
ли, что в эмбриогенной культуре P. rupifragum на-
капливаются не только липиды (преимущественно,
в виде триацилглицеридов), но и терпены. Состав
терпенов у маковых изучен слабо. В нескольких
работах показано, что фитол – наиболее часто
встречающийся терпен у маковых [2]. В листьях
P. rhoeas выявлены терпен-содержащие стероиды
и сесквитерпены [33]. Гистохимические исследо-
вания прорастающих эмбриоидов P. rupifragum
показали, что наибольшее накопление липо-
фильных соединений было обнаружено в базаль-
ных клетках КСЭ. Увеличение липофильных со-
единений в основании прорастающего эмбриоида
позволяет рассматривать липиды как энергетиче-
ский материал, необходимый для инициации но-
вых эмбриоидов или, возможно, для инициации
корней. Влияние терпенов на процесс корнеоб-
разования, скорее, противоположный, так как
показано, что терпены ингибируют прорастание
семян и, в первую очередь, развитие корня [34].
Каковы функции терпенов в циклических ра-
ундах адвентивного эмбриоидогенеза в культу-
ре P. rupifragum, какова их внутриклеточная лока-
лизация (пластидная, в пластоглобулах или цито-
плазменная, в липидных тельцах), а также состав,
пока неясно, и это является предметом дальней-
ших исследований.

У представителей рода Papaver определено бо-
лее 170 алкалоидов [2]. Состав алкалоидов варьи-
рует в пределах одного и того же вида и может
определяться условиями произрастания, в преде-
лах одного растения – органом, из которого алка-
лоиды были выделены [2]. Ранее проведенные
биохимические исследования растений P. rupi-
fragum показали накопление алкалоидов реадина,
протопина, реагенина и магнофлорина [35].

Как и для многих видов растений, синтез алка-
лоидов у представителей семейства маковых про-
исходит в дифференцированных морфогенных
культурах [6, 36, 37]. Гистологические исследования
дифференцированных и частично дифференци-
рованных (формирующих отдельные трахеиды)

культур P. somniferum позволили предположить,
что для синтеза определенных алкалоидов необ-
ходимы определенные клеточные структуры [13].
Морфин и кодеин в клеточных культурах P. som-
niferum были обнаружены лишь в тех каллусах, в
которых дифференцировались элементы прово-
дящей системы – трахеиды. В каллусных культу-
рах P. braсteatum, синтезирующих морфин, были
обнаружены клетки аналогичные млечникам [5],
которые были ассоциированы с трахеидами. При
этом, в клеточных культурах P. braсteatum, в кото-
рых отсутствовала какая-либо дифференцировка,
синтезировались только допамин и сангвинарин
[5]. Кунах и Кацан показали, что недифференци-
рованные культуры опийного мака не синтезиру-
ют морфинаны [38].

Согласно исследованиям Kutchan [5] накопле-
ние алкалоидов в тканях мака может происходить
не только в специализированных структурах, но и
в вакуолях. Было показано, что накопление санг-
винарина и допамина в культуре клеток P. bractea-
tum [5] и сангвинарина в культуре клеток P. som-
niferum [15] происходит в вакуолях, а ферменты
CYP80B1 и BBE синтеза сангвинарина, и прото-
пина ассоциированы с эндоплазматическим ре-
тикулумом клетки [13, 15].

В проведенном нами гистологическом иссле-
довании семядольных листьев регенерантов
P. rupifragum дифференцировка млечников была
обнаружена вдоль элементов флоэмы проводя-
щих пучков. Были выявлены широкие трубчатые
образования, заполненные многочисленными
везикулами. Такая структура является характер-
ным признаком сложных млечников [39]. В об-
зорной работе Hagel с соавт. [39] отмечено, что
членистые, сложные млечники формируются из
клеток прокамбия и камбия проводящих пучков.
Тем не менее, формирование млечников мы на-
блюдали только в зеленых семядолях эмбриоидов
P. rupifragum.

Исследование эмбриогенной культуры P. rupi-
fragum в УФ обнаружило желто-зеленую автофлу-
оресценцию в вакуолях как в паренхимных клет-
ках каллуса (рис. 5б), так и в отдельных поверх-
ностных клетках разрыхляющихся эмбриоидов
(рис. 5г), что может свидетельствовать о накопле-
нии алкалоидов [15]. Аналогичное желто-зеленое
свечение в вакуолях клеток в УФ наблюдали в
клетках клеточной культуры опийного мака по-
сле добавления в среду культивирования элиси-
тора, выделенного из мицелия  Botrytis cinerea [15].
По мнению исследователей, желто-зеленая авто-
флуоресценция соответствует алкалоиду сангви-
нарину. Проведенные нами исследования пока-
зали, что количественный и качественный состав
ФС и алкалоидов культуры P. rupifragum зависел
от возраста культуры и ее дифференцировки, регу-
лируемой условиями выращивания (свет, темнота).
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РУМЯНЦЕВА и др.

Дифференцированная эмбриогенная культура
P. rupifragum сохраняет способность к формирова-
нию эмбриоидов на безгормональной МС-среде в
течение длительного времени культивирования и
может являться основой для дальнейшей разра-
ботки биотехнологических методов получения
лекарственных соединений для косметологии и
фармакологии.

Известно, что дифференцированные культуры
растений способны синтезировать более широ-
кий спектр вторичных соединений в отличие от
недифференцированных каллусных и суспензион-
ных культур. Очевидным преимуществом диффе-
ренцированных культур также являются их мор-
фологическая и генетическая стабильность в тече-
ние длительного времени культивирования [40].

Исследование выполнено при финансовой
поддержке Министерства науки и высшего обра-
зования Российской Федерации в рамках государ-
ственных заданий, выполняемых КИББ ФИЦ
КазНЦ РАН (№ госрегистрации 122011800137-0).

Работа была выполнена частично с использо-
ванием оборудования ЦКП САЦ ФИЦ КазНЦ
РАН (электронный микроскоп “Hitachi 7800”).

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