
ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ, 2023, том 70, № 7, с. 823–835

823

ХРОМАТО-МАСС-СПЕКТРОМЕТРИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ ГИНЗЕНОЗИДОВ 
В МОРФОГЕННЫХ КЛЕТОЧНЫХ ЛИНИЯХ ЖЕНЬШЕНЯ НАСТОЯЩЕГО 

(Panax ginseng C.A. Meyer)1

© 2023 г.   Т. Ю. Горпенченкоa, *, В. П. Григорчукa, В. В. Маханьковb, Д. В. Кочкинc, d,
Ю. В. Вологжанинаa, М. Т. Хандыa, Г. К. Чернодедa, Ю. Н. Журавлевa

aФедеральное государственное бюджетное учреждение науки “Федеральный научный центр биоразнообразия 
наземной биоты Восточной Азии Дальневосточного отделения Российской академии наук”, Владивосток, Россия
bФедеральное государственное бюджетное учреждение науки Тихоокеанский институт биоорганической химии

им. Г.Б. Елякова Дальневосточного отделения Российской академии наук, Владивосток, Россия
cФедеральное государственное бюджетное учреждение науки Институт физиологии растений

имени К.А. Тимирязева Российской академии наук, Москва, Россия
dФедеральное государственное бюджетное образовательное учреждение высшего образования

“Московский государственный университет имени М.В. Ломоносова”, Москва, Россия
*e-mail: gorpenchenko@biosoil.ru

Поступила в редакцию 04.10.2023 г.
После доработки 31.10.2023 г.

Принята к публикации 01.11.2023 г.

Методом ВЭЖХ-МС определен состав тритерпеновых гликозидов в разных тканях клеточных ли-
ний (PgR ‒ ризогенная и PgG ‒ геммогенная) in vitro и корней интактных растений женьшеня на-
стоящего (Panax ginseng C.A. Meyer), выращиваемых на плантациях в Приморском крае Российской
Федерации. Обнаружено и охарактеризовано более 60 тритерпеновых гликозидов. Максимальное
содержание гинзенозидов идентифицировано в листьях геммогенной линии. Общее количество
гинзенозидов в эмбриональной ткани линии PgG было ниже, по сравнению со всеми другими ис-
следованными образцами, в основном, за счет количества протопанаксадиолов. Во всех частях ли-
нии PgR содержание протопанаксатриола Re было в два раза выше, по сравнению с корнем интакт-
ного растения. В базальной части каллусов PgR и PgG обнаружено высокое содержание протопа-
наксатриолов и олеаноловых гинзенозидов. Таким образом, морфогенные клеточные линии
повторяют не только паттерн качественного состава гинзенозидов, по сравнению с отдельными ча-
стями нативных корней и листьев, но и увеличивают их разнообразие и количество.
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ВВЕДЕНИЕ

Женьшень настоящий (Panax ginseng C.A. Meyer)
является одной из визитных карточек Дальнего
Востока России. Несомненна его роль и в эконо-
мике Азиатско-Тихоокеанского региона, как
ценного лекарственного и промышленного рас-
тения [1]. На рынок продукции с добавлением
экстрактов женьшеня постоянно выходят новые
товары как отечественного, так и зарубежного
производства. Для женьшеня характерными и ос-
новными биологически активными веществами
являются тритерпеновые гликозиды (сапонины),
имеющие общее групповое наименование – гин-

зенозиды. Гинзенозиды обладают различными
терапевтическими эффектами: противовоспали-
тельным, противоаллергическим, антиоксидант-
ным, антидиабетическим и противоопухолевым
[2, 3]. На сегодняшний день известно более 300
различных гинзенозидов из разных видов жень-
шеня [2, 3]. Основное значение имеют гинзено-
зиды с тетрациклическими агликонами даммара-
нового ряда – 20(S)-протопанаксадиолом (PPD)
и 20(S)-протопанаксатриолом (PPT), и производ-
ные окотиллола (Oct) – продукта дополнитель-
ной модификации боковой цепи даммаранового
скелета [3]. Кроме того, фармакологически важ-
ными являются тритерпеновые гликозиды, име-
ющие пентациклический агликон – олеаноловая
кислота (Ole) [3, 4]. В современной медицине при
разработке фармакологических препаратов ис-

1 Дополнительная информация для этой статьи доступна по
doi 10.31857/S0015330323601036 для авторизованных поль-
зователей.
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пользуется одно активное вещество, чье действие
тщательно исследуется на протяжении долгого
периода времени. В случае женьшеня, исследова-
ния обычно сосредоточены на изучении одного
определенного вещества из группы гинзенозидов
для выявления механизмов, определяющих его
терапевтическую активность [3]. В этом случае
возникает проблема выделения индивидуальных
гинзенозидов в количествах, достаточных для
биологических испытаний.

У растений биосинтез и накопление вторич-
ных метаболитов связаны с различными типами
клеток, включая эпидермис, эндодерму, пери-
цикл, паренхиму флоэмы, ситовидные элементы
флоэмы и клетки-компаньоны, специализиро-
ванный мезофилл и др. В настоящее время для
фитохимического анализа тритерпеновых гликози-
дов в образцах цветочных бутонов, листьев, корне-
вищ и корней интактных растений Panax spp. в
основном используются различные варианты
жидкостной хромато-масс-спектрометрии с
ионизацией электрораспылением (ВЭЖХ- или
УВЭЖХ-МС и т.д.) [5–8]. Только использование
таких чувствительных и селективных методов
как, например, ВЭЖХ-МС позволяет продуктив-
но и точно проводить рутинный анализ разных
образцов женьшеня и продуктов из него, каждый
из которых может содержать десятки (а в некото-
рых случаях и сотни) индивидуальных гинзенози-
дов [2, 9].

Культивируемые in vitro растительные клетки
являются альтернативой плантационным и дико-
растущим растениям, используемым для получе-
ния конечного продукта – очищенных биологи-
чески активных веществ, индивидуальных или в
составе смесей. В асептических условиях также
можно культивировать сами растения (микро-
клоны), ткани или органы растений, в которых
накапливаются целевые метаболиты. Например,
известны случаи промышленного использова-
ния культур корней разных видов Panax для по-
лучения гинзенозидов [9, 10], микроклонов
Trigonella spp. ‒ для наработки производных дио-
сгенина, листьев Catharanthus roseus ‒ для выделе-
ния винбластина, культуры клеток Dioscorea del-
toidea ‒ для получения стероидных гликозидов
[11, 12]. Особый интерес представляют разные ва-
рианты культур клеток растений – наиболее уни-
версальный и разнообразный тип культивируе-
мых in vitro растительных объектов. Известно, что
качественный и количественный состав вторич-
ных метаболитов в культивируемых in vitro дедиф-
ференцированных растительных клетках отлича-
ется от интактных растений [11, 13]. Культуры
клеток могут различаться по типу выращивания
(каллусные, суспензионные), продолжительно-
сти выращивания и физиологическим характери-
стикам (первичные, “молодые”, длительно выра-
щиваемые культуры), по способу выращивания

(выращивание в колбах, биореакторах) и т.д. При
этом каждый из вариантов культур клеток расте-
ний обладает своими уникальными свойствами и
физиолого-биохимическими особенностями. Та-
кое разнообразие культур клеток растений предо-
ставляет уникальную возможность для самых раз-
ных фундаментальных, практико-ориентирован-
ных исследований и создания новых технологий в
области изучения биологически активных ве-
ществ растений.

Методы биотехнологии позволяют получить
клеточные линии с преобладанием конкретных
групп вторичных метаболитов, изучать и направ-
лять процессы биосинтеза и накопления этих ве-
ществ [9]. В каллусных культурах, состоящих из
одного типа клеток, одной из проблем получения
целевых метаболитов может быть ограничение,
связанное с последовательным биосинтезом ве-
щества: когда предшественник синтезируется в
одном органе растения, а затем перемещается в
другой для завершения биосинтетических про-
цессов и/или накопления [12]. Это напрямую за-
висит от направления и характера развития диф-
ференцировки растительных клеток. В таких слу-
чаях практически невозможно производство
клеточных линий с высоким уровнем накопления
конечного вещества, т.к. отсутствуют высокоспе-
циализированные клетки, осуществляющие син-
тез промежуточных веществ [11]. С другой сторо-
ны, в клеточных линиях находят новые вещества
и/или формы/производные известных веществ,
которые не характерны и/или являются минор-
ными в интактных растениях [14, 15]. Эти особен-
ности клеточных культур требуют детального изу-
чения вторичного метаболизма в различных дли-
тельно культивируемых морфогенных клеточных
культурах, образующих отдельные ткани и органы.

Большинство работ по морфогенезу в клеточ-
ных линиях различных видов женьшеня нацеле-
ны на формирование соматических зародышей в
культуре тканей для размножения и получения
искусственных семян [10]. Исследования геммо-
генеза in vitro также направлены на успешную ре-
генерацию растений женьшеня [10]. Литератур-
ные данные по продукции гинзенозидов в геммо-
генных линиях ограничены [10]. Наибольшее
значение для получения высокого выхода гинзе-
нозидов имеет изучение ризогенных клеточных
культур при культивировании в биореакторах [10,
16]. В разных работах путем добавления различ-
ных элиситоров на разных вариантах питатель-
ных сред удалось достичь продукции общего ко-
личества основных гинзенозидов до 7.29 мг/г су-
хого веса и 29-кратного увеличения содержания
при контрольных значениях 2.07% [10]. Оценка
различных клеточных линий в этом случае велась
по основным группам гинзенозидов и отмечена
их нестабильность при долговременном культи-
вировании. Только в последнее время появились
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работы по поиску и характеристике минорных
соединений в длительно культивируемых недиф-
ференцированных клеточных линиях различных
видов женьшеня [14, 15, 17, 18]. Рассматриваются
возможности преобразования основных гинзено-
зидов в уникальные соединения в бактериальных
системах [19]. Эти работы ограничиваются недо-
статком знаний о продукции редких гинзенози-
дов не только в клеточных линиях, но и в интакт-
ных растениях. В настоящей работе впервые про-
анализирован качественный и количественный
состав тканей и органов длительно культивируе-
мых органогенных клеточных линий женьшеня
настоящего, сохраняющих свой морфогенный
потенциал, что послужит основой для выделения
и анализа минорных гинзенозидов.

Цель работы ‒ определение и анализ содержа-
ния гинзенозидов в двух морфогенных клеточных
линиях P. ginseng, которые поддерживаются в ак-
тивно растущем состоянии более 6 лет, с помо-
щью ВЭЖХ-МС в сравнении с корнями планта-
ционных растений.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объект исследования. В качестве объектов ис-
следования использовали морфогенные клеточ-
ные линии PgR (ризогенная) и PgG (геммоген-
ная) Panax ginseng C.A. Meyer, культивируемые
более 6 лет, а также среднюю часть основных кор-
ней 6-летнего растения P. ginseng, выращенного
на плантациях в Приморском крае РФ и выко-
панного в конце августа 2021 г. Суммарные образ-
цы для экстрагирования клеточных линий были
отобраны с трех различных пассажей и из средней
части трех корней плантационных растений.

Получение культур клеток. Клеточные культу-
ры PgR и PgG были получены в лаборатории био-
технологии в 2017 г. из незрелых завязей женьшеня.
Для индукции побегообразования использовали
модифицированную питательную среду Chang и
Hsing [20], содержавшую ½ набор макросолей,
15 г/л сахарозы, 4.0 мг/л БАП и 0.5 мг/л ГК3. По-
средством постоянного мониторинга и селекции
первичного каллуса и кончиков корней были вы-
делены две морфогенные линии. Линия PgR че-
рез четыре месяца после переноса на среду, со-
держащую 1.0 мг/л индолил-3-маслянной кисло-
ты стала образовывать корни. Линия PgG через
три месяца после начала формирования почек и
листьев была перенесена на среду с фитогормона-
ми (0.5 мг/л БАП и 2.0 мг/л НУК). На момент ис-
следования линии установили стабильные фено-
типы, имея сезонные изменения в приросте био-
массы, в линии PgR развивались корни, в линии
PgG формировались листья.

Условия культивирования. Для культивирова-
ния клеточных линий использовали модифици-

рованную МС-среду [21]. Модификация МС-среды
заключалась в уменьшении содержания нитрата
аммония до 400 мг/л, количества микро- и макро-
солей – в два раза и дополнительном введении в
ее состав следующих компонентов: тиамина гид-
рохлорида (0.2 мг/л), пиридоксина гидрохлорида
(0.5 мг/л), никотиновой кислоты (0.5 мг/л), мезо-
инозита (100 мг/л), пептона (100 мг/л), сахарозы
(25–30 г/л), агара (6.0 г/л), а также фитогормонов
(4.0 мг/л БАП, 1.0 мг/л ИМК, 2.0 мг/л НУК),
рН 5.6–5.8 (до автоклавирования). Каллусные
культуры (PgR, PgG) выращивали в колбах объе-
мом 100 мл (объем МС-среды 30 мл) в темноте
при 25 ± 1°С, для PgG использовали 16-часовой
фотопериод (освещенность 2500 лк), относитель-
ная влажность воздуха 50–70%. Период между пе-
ресадками каллусных культур составлял 30 сут.
Для пересадки использовали фрагменты каллуса
размером 0.8 ± 0.1 см3.

Гистологический анализ. Для гистологического
исследования фрагменты морфогенных культур
величиной не более 0.5 см3 фиксировали смесью
4% формальдегида (объем 7 мл), этанола 70%
(объем 36 мл) и ледяной уксусной кислоты 7 мл
(фиксатор ФСУ) путем вакуумной инфильтра-
ции, обезвоживали, заливали парафином. Срезы
толщиной 5–10 мкм изготавливали с помощью
ротационного микротома HM 340E (Microm,
Thermo Scientific, Великобритания). Окраску сре-
зов проводили по Жинкиной и Вороновой [22].
В качестве красителя использовали альциановый
синий и гематоксилин. После гистохимической
окраски препараты изучали на световом микро-
скопе Axio Imager A1 (Carl Zeiss, Германия).

Растворители и стандартные образцы. Ацето-
нитрил и метанол были получены от Merck (Гер-
мания). Муравьиная кислота была приобретена у
компании Sigma-Aldrich (Германия). Деионизи-
рованную воду очищали с помощью системы
очистки воды Milli-Q Simplicity (Millipore, Франция).
Стандартные образцы индивидуальных гинзено-
зидов (G-Rg1, G-Re, G-Rf, NG R2, G-Rb1, G-Rg2,
G-Rc, G-Ro, G-Rb2, G-F1, G-Rd, G-F2) для ка-
чественного анализа были предоставлены лабо-
раторией органического синтеза природных соеди-
нений Федерального государственного бюджетного
учреждения науки Тихоокеанского института
биоорганической химии им. Г.Б. Елякова Дальне-
восточного отделения Российской академии наук.
Стандартные образцы G-Rg3 и G-Rh1 (Sigma-Al-
drich, КНР) использовались для полуколиче-
ственной оценки содержания индивидуальных три-
терпеновых гликозидов в исследуемых образцах.

Подготовка проб для анализа тритерпеновых
гликозидов. Для анализа использовали морфоген-
ные линии на 20 сутки от начала пассажа с трех-
кратной повторностью и среднюю часть трех раз-
ных корней растений, выращенных на планта-
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ции. Лиофильно высушенный измельченный
растительный материал (100 мг) экстрагировали в
2 мл 80% (по объему) водного метилового спирта
в течение 30 мин с использованием ультразвука
(Ультразвуковая ванна “Сапфир-28,0 ТТЦ”, Рос-
сия) и выдерживали в течение 20 ч при комнатной
температуре без доступа света. Затем экстракты
центрифугировали при 15000 g в течение 10 мин
(Эппендорф, Германия), собирали супернатант и
остаток повторно экстрагировали тем же спосо-
бом. Супернатанты объединяли, фильтровали че-
рез нейлоновый фильтр с диаметром пор 0.45 мкм
(Millipore, Bedford, США) и использовали для
анализа.

Аналитическая хроматография и масс-спектро-
метрия. Профилирование тритерпеновых глико-
зидов проводили методом обращенно-фазовой вы-
сокоэффективной жидкостной хроматографии в
сочетании с тандемной масс-спектрометрией вы-
сокого разрешения (ОФ-ВЭЖХ-ВРМС(/МС)) с
использованием хромато-масс-спектрометра Shi-
madzu LCMS-IT-TOF (Shimadzu, Япония), осна-
щенного жидкостным хроматографом высокого
давления LC-20A Prominence и гибридным вре-
мяпролетным масс-спектрометром с ионной ло-
вушкой. Подвижная фаза состояла из растворов
муравьиной кислоты (0.1% по объему) в деиони-
зированной воде (А) и ацетонитриле (Б). Разделе-
ние компонентов экстрактов проводили на ана-
литической колонке Zorbax C18 (150 × 2.1 мм,
3.5 мкм, Agilent, США), уравновешенной в 10%
элюента Б и термостатированной при 30°С. Гра-
диентное элюирование проводили со скоростью
потока растворителей 0.2 мл/мин по следующей
схеме: от 10 до 50% Б за 50 мин, затем от 50 до 95% Б
за 10 мин, и 95% Б до 75 мин. Масс-спектромет-
рические данные получали в режиме ионизации
электрораспылением и одновременной регистра-
ции отрицательных и положительных ионов с
разрешением 12000. Диапазон регистрируемых
значений m/z (отношение массы к заряду) соста-
вил 400–1500, давление газа осушителя (N2) – 195 кПа,
поток газа распылителя (N2) – 1.5 л/мин, потен-
циал ионного источника менялся от –3.8 кВ до
4.5 кВ. Температура интерфейса составляла 200°С.
Тандемную масс-спектрометрию проводили с ис-
пользованием масс-спектрометра низкого разре-
шения Bruker HCT ultra PTM Discovery System
(Bruker Daltonik, GmbH, Германия), оснащенно-
го ионной ловушкой, в режиме ионизации элек-
трораспылением и регистрации отрицательных
ионов. Сигнал детектора записывали в автомати-
ческом режиме при постоянном напряжении
фрагментации 1.4 В.

Полуколичественную оценку содержания ин-
дивидуальных гинзенозидов рассчитывали, ис-
пользуя метод внешней калибровки против стан-
дартных образцов гинзенозидов двух эталонных

образцов G-Rg3 и G-Rh1 с концентрацией
100 мкг/мл. Анализ данных и построение диа-
грамм осуществлялось с помощью пакета про-
грамм Microsoft Excel 2016. Статистический ана-
лиз проводили с использованием программы Sta-
tistica 10.0 (StatSoft Inc., США) с использованием
апостериорного критерия защищенной наи-
меньшей значимой разницы (PLSD) Фишера,
уровень статистической значимости принимали
за P < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Морфологическая и гистологическая характе-

ристика линий PgR и PgG. В течение 6 лет культи-
вирования клеточные линии женьшеня не меняли
свой фенотип, характеризуясь только сезонными
изменениями в приросте биомассы. В ризогенной
линии стабильно формировались корни с участка-
ми разрастания недифференцированной массы
клеток; из сформированных почек геммогенной
линии вырастали листья, периодически форми-
ровались соцветия (рис. 1а, 1б).

Линия PgR. Клеточная линия регенерировала
корни, не отличающиеся по своей морфологии от
трансформированных корней P. ginseng, образую-
щихся при культивации на жидких средах [23].
Корни имели светлый оранжево-коричневый
цвет и практически не образовывали латеральных
корней второго и третьего порядка (рис. 1а). Ин-
тересно отметить, что образование корней проис-
ходило из апексов более старых корней, на кото-
рых формировались утолщения. Это можно объ-
яснить наличием активной меристемы апекса
(рис. 1в). Молодые корни имели более светлую
окраску. В некоторых случаях начало формирова-
ния апекса боковых корней происходило на гра-
нице между эндодермой и центральным цилин-
дром корня, как и у боковых корней интактных
растений женьшеня. Внутри корешков находится
проводящая ткань (рис. 1д). Основная часть кле-
ток коры корня вакуолизируется и образует меж-
клетники, в которых происходит разрастание
каллусной ткани.

Линия PgG. Клеточная линия регенерировала
почки, из которых развивались листья с хорошо
сформированными черешком и листовой пла-
стинкой (рис. 1б). Размер листьев не превышал
2–3 см. Развитие почек происходило аналогично
развитию почек нативного растения первого года.
Субэпидермальные клетки меристематической
зоны, претерпевая несколько периклинальных и
антиклинальных делений, формировали мери-
стематический бугорок на поверхности твердого
каллуса. В дальнейшем на нем закладывались ли-
стовые примордии (рис. 1г) и апекс будущего по-
бега, образующие почку (рис. 1г). Таким образом,
в линии наблюдался постоянный процесс возоб-
новляемого геммогенеза (формирования почек).
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Периодически наблюдали формирование цветоч-
ных (генеративных) почек и соцветий. С течением
времени листья заканчивали вегетацию и отмира-
ли с поверхности основного плотного каллуса, на
котором формировались новые почки. Развития
корней в линии не происходило. Основание кал-
луса было представлено плотной тканью, большая
часть которой состояла из меристематических кле-
ток, расположенных в субэпидермальном слое (зо-
ны роста будущих почек и листьев) (рис. 1е).

Идентификация гинзенозидов, обнаруженных в
морфогенных клеточных линиях женьшеня и натив-
ных плантационных корнях. Более 60 тритерпено-
вых гликозидов были детектированы и охаракте-
ризованы с использованием ВЭЖХ-МС(/МС) в
исследуемых экстрактах нативного корня и мор-
фогенных линий P. ginseng. ВР-ВЭЖХ-МС хрома-

тографические профили по полному ионному то-
ку показаны на рис. 2.

Первоначально было изучено хроматографи-
ческое и масс-спектрометрическое поведение
14 стандартных образцов, из которых 12 (G-Rg1,
G-Re, G-Rf, NG-R2, G-Rb1, G-Rg2, G-Rc, G-Ro,
G-Rb2, G-F1, G-Rd, G-F2) были ранее выделены
и охарактеризованы в Федеральном государ-
ственном бюджетном учреждении науки Тихо-
океанском институте биоорганической химии
им. Г.Б. Елякова Дальневосточного отделения
Российской академии наук [24, 25]. Еще два соот-
ветствовали двум эталонным стандартам G-Rg3 и
G-Rh1 компании Sigma-Aldrich. На этом этапе
были оптимизированы параметры ВЭЖХ метода,
такие как температура термостата аналитической
колонки, состав подвижной фазы и профиль гра-

Рис. 1. Морфогенные клеточные линии PgR и PgG Panax ginseng: а – внешний вид ризогенной линии PgR, масштаб
1 см; б – внешний вид геммогенной линии PgG, масштаб 1 см; в – гистологический срез апекса корня линии PgR, мас-
штаб 500 мкм; г – гистологический срез почки с примордиями листьев линии PgG, масштаб 500 мкм; д – продольный
срез корня с проводящем пучком и меристемными клетками линии PgR, масштаб 500 мкм; е – продольный срез ос-
нования каллуса PgG с меристематическими клетками.

(a) PgR PgO(б)

(в)

(д) (е)

(г)
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диентного элюирования. Муравьиная кислота,
используемая как добавка к подвижной фазе, не
только улучшила разрешение и форму хромато-
графических пиков, но также усилила иониза-
цию, вызвала образование ионов-аддуктов, что
облегчило обнаружение и подтверждение моле-
кулярного иона. Для идентификации компонен-

тов экстрактов было решено использовать масс-
спектрометрию высокого разрешения (с ошибкой
определения брутто-формулы не более 8 мДа) с од-
новременной регистрацией отрицательных и по-
ложительных ионов (хромато-масс-спектрометр
Shimadzu LCMS-IT-TOF). В режиме полного ска-
нирования гинзенозиды определялись как депро-

Рис. 2. Хроматографические профили ВЭЖХ-МС анализа (полный ионный ток, регистрация отрицательных ионов)
неочищенных метанольных экстрактов из нативных корней и морфогенных линий Panax ginseng: а – нативный корень
(PgNroot); б – образец PgR-root; в – образец PgR-calli; г – образец PgG-leaves; д – образец PgG-calli. Нумерация пиков
на хроматограмме соответствует номерам веществ из табл. 1 (Дополнительные материалы).

100

0
20 25 30 35 40 45 50

(д)

Время удерживания, мин

PgG-calli

4
9

10

11

12

13

14+15
16

17 20
21

22
23

25
26

27

28–30

35

34
41
42

47+48
51
52

54

64

65 67

6

7+8

100

0
20 25 30 35 40 45 50

(г)
PgG-leaves

4

10

11

12

13

14

16
18

19

20
21

22
23

24

25

26

32 37

27+28
28–30

35+36

33+34

39–41

43–44

42

49

47+48

51
50

52+53

55+56

58+59

54
57

61 62
63

64

65 67

6

7+8

151

100

0
20 25 30 35 40 45 50

(в)
PgR-calli

4+5
2+3

11

1213

14
16

18

19
20

21

25

29

24

26 27+28
34–3631+32

33+34

37–40

43
42

49

47

51

50
33

55

59

52

57
60+61

62 63
64

65 67
6

7+8

46

41

100

0
20 25 30 35 40 45 50

(б)
PgR-root

4+5

2+3

11
13

18

19
20

21

25

29

24

26
27+28 34–36

31+32 37–40

43
42

49

47

51

50
33

55

52

57

60+61

62 63
64

65 67

6

7+8

46

41

100

0
20 25 30 35 40 45 50

(а) PgN-root

4

2 11

12

13
14

18 20

33 25

29
24

26

28

37–3921

48

31+32
35+36

45+4642
49

43

53

51
50 55 56

57

60+61

62 63

64
6

7

1

27

40

8

5

3

С
иг

на
л 

де
те

кт
ор

а,
 о

тн
ос

ит
ел

ьн
ая

 и
нт

ен
си

вн
ос

ть
, %



ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 70  № 7  2023

ХРОМАТО-МАСС-СПЕКТРОМЕТРИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ 829

тонированные ионы [M–H]– и ионы-аддукты с
муравьиной кислотой [M + HCOO]– (всегда для
нейтральных гинзенозидов). Это часто подтвержда-
лось обнаружением натриевых аддуктов [M + Na]+

(табл. 1, Дополнительные материалы), причем
соотношения интенсивностей молекулярных
ионов и ионов-аддуктов были индивидуальны
для каждого компонента и сохранялись от анали-
за к анализу. Отрицательный режим сканирова-
ния оказался более чувствительным, тогда как
МС/МС спектры показали больше информации
о фрагментации ионов предшественников соста-
ва [M–H]– и/или [M + HCOO]–. Для получения
МС/МС спектров в настоящем исследовании ис-
пользовали масс-спектрометрию низкого разре-
шения (масс-спектрометр низкого разрешения
Bruker HCT ultra, функционирующий в режиме
регистрации отрицательных ионов и автоматиче-
ском выборе ионов-прекурсоров), благодаря его
высокой чувствительности и хорошо различи-
мым масс-спектрам в этом режиме. Характерный
путь фрагментации стандартных образцов был
полностью изучен и продемонстрировал картину,
как правило, соответствующую последователь-
ной потере гликозидных остатков до образования
ионов сапогенина/агликона (Agl) [Agl–H]–.
Условия фрагментации были оптимизированы
таким образом, чтобы получить сигнал ионов са-
погенина для каждого компонента за один цикл
анализа. Соответственно различные группы гин-
зенозидов хорошо дифференцировались и харак-
теризовались при помощи МС/МС спектров. Ос-
новные группы гинзенозидов, обнаруженных в
экстрактах ‒ производные протопанаксадиола
(PPD-тип), протопанаксатриола (PPT-тип) и
олеаноловой кислоты (Ole-тип). При МС/МС-
фрагментации эти гликозиды продуцировали ио-
ны сапогенинов: [PPD–H]– с m/z 459 (C30H51O3),
[PPТ–H]– с m/z 475 (C30H51O4) и [Ole–H]– с m/z
455 (C30H47O3) соответственно (табл. 1, Дополни-
тельные материалы). Также сахарные цепочки лег-
ко идентифицировались путем определения моле-

кулярной массы последовательных нейтральных
потерь от ионов [M–H]– (и/или [M + HCOO]–) до
ионов сапогенина [Agl–H]–, обычно это 162, 146,
132 и 176 Да, что в основном соответствует элими-
нированию дегидрированных остатков глюкозы
(Glc), рамнозы (Rha), пентозы (Pent), арабинопи-
ранозы (Arap), арабинофуранозы (Araf) или кси-
лозы (Xyl) и глюкуроновой кислоты (GlcA), соот-
ветственно (рис. 1–4, Дополнительные материалы).

В исследуемых объектах были обнаружены
2 ацетилированных (пики 45 и 54) и 18 малонили-
рованных производных гликозидов (пики 11, 13,
14, 29, 33, 36, 38, 39, 42, 43, 46, 49, 51, 53, 56, 57, 59
и 60), причем три из них идентифицированы как
дважды малонилированные (табл. 1, Дополни-
тельные материалы). Характерной особенностью
малонилированных производных, как и всех кис-
лых гинзенозидов, можно считать отсутствие в
отрицательном спектре полного сканирования
сигнала аддуктов с муравьиной кислотой и нали-
чие сигналов депротонированных ионов в паре с
ионами фрагментами состава [M–H]–, образо-
ванными благодаря нейтральной потере СО2 [4].
Причем интенсивность ионов [M–H–СО2]– обыч-
но была в 2 и более раз выше, чем интенсивность
ионов [M–H]–, что обусловлено нестабильностью
молекулы. Также обычно присутствовал сигнал и
натриевых аддуктов [M + Na]+. Следует отметить,
что некоторые малонил-гликозиды присутствова-
ли в исследуемых экстрактах в виде нескольких
изомерных форм, которые вероятно различаются
положением малонильного остатка [26–29].

Необходимо отметить, что существует множе-
ство изомерных форм гинзенозидов. В частности,
в изученных образцах были выявлены несколько
гликозидов, которые имели близкие (в пределах
ошибки в 8 мДа) значения m/z и идентичную мо-
лекулярную формулу. Только с помощью анализа
МС/МС для этих гликозидов удалось выявить
различия в структуре и провести их разграниче-
ние на основании гипотетического строения
агликонов (несколько примеров идентификации

Таблица 1. Соотношение суммарного содержания гинзенозидов типов протопанаксадиола (PPD) и протопанак-
сатриола (PPT) (PPD/PPT) и соотношение суммарного содержания нейтральных гинзенозидов к малонилиро-
ванным гинзенозидам (PPD/m-PPD; PPT/m-PPT) соответствующих структурных типов

Примечание. Звездочками (*) обозначено отношение сумм определенных типов гинзенозидов.

Образец
Соотношения содержания сумм гинзенозидов

PPD/PPT* PPD/m-PPD* PPT/m-PPT*

PgNroot (нативные корни) 0.71 1.46 10.03
PgR-root (корни in vitro) 1.07 1.10 22.16
PgR-calli (базальный каллус ризогенной линии) 1.12 1.30 16.71
PgG-leaves (листья in vitro) 0.66 2.17 9.93
PgG-calli (базальный каллус геммогенной линии) 0.04 0.18 29.48
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гинзенозидов с одинаковой молекулярной фор-
мулой представлены рис. 2 и 3, Дополнительные
материалы). Примечательно, что некоторые три-
терпеновые гликозиды типа окотиллола (Oct-
тип) также были обнаружены и идентифицирова-
ны в исследованных образцах. МС/МС спектры
соединений № 6, 10 и 15 содержали сигнал иона с
m/z 491 (C30H51O5), соответствующий депротони-
рованному агликону окотиллолового типа [Oct–H]–

[2, 27]. Также восемь производных олеаноловой
кислоты были обнаружены в исследуемых экс-
трактах (пики 34, 35, 41, 47, 52, 64, 65, 67). В режиме
полного сканирования гинзенозиды типа Ole обна-
руживали интенсивные сигналы депротонирован-
ных ионов [M-H]- и натриевых аддуктов [M + Na]+

(некоторые примеры идентификации гинзенози-
дов производных олеаноловой кислоты представ-
лены на рис. 4, Дополнительные материалы).

В результате проделанной работы в неочищен-
ных экстрактах суммарных образцов нативных
корней и морфогенных линий P. ginseng были
идентифицированы 66 гинзенозидов, из которых
13 компонентов (пики № 7 (G-Rg1), 8 (G-Re),
21 (G-Rf), 24 (NG-R2), 26 (G-Rb1), 28 (G-Rg2),
31 (G-Rh1), 32 (G-Rc), 35 (G-Ro), 37 (G-Rb2),
48 (G-F1), 50 (G-Rd) и 63 (G-F2)) были иденти-
фицированы путем сравнения их хроматографи-
ческого и масс-спектрометрического поведения с

эталонными стандартами, а остальные соедине-
ния были определены путем сравнения эмпири-
ческих молекулярных формул, а также информа-
ции о фрагментации и последовательности их
удерживания на обращенной фазе с данными из
литературы [2, 4, 5, 26–33]. Все хроматографиче-
ские и масс-спектрометрические данные, ис-
пользованные для идентификации, собраны в
табл. 1 (Дополнительные материалы).

Анализ распределения гинзенозидов, обнару-
женных в морфогенных клеточных линиях женьше-
ня и нативных плантационных корнях. Для анализа
распределения гинзенозидов в морфогенных кле-
точных линиях, материал был разделен на ткани:
базальные – без признаков дифференциации на
ткани, органогенные – формирующие опреде-
ленные органы. Ризогенная линия PgR была раз-
делена на две части: корни (PgR-root) и утолщен-
ный базальный каллус (PgR-calli). Геммогенная
линия PgG (рис. 1а, 1б) также была разделена на
листья (PgG-leaves) и базальный каллус, на кото-
ром формировались почки, из которых развива-
лись листья (PgG-calli). На основе полученной
ранее идентификации был проанализирован каче-
ственный состав разделенных образцов в сравне-
нии с образцом, полученным из нативных корней.

Таким образом, в плантационном корне и куль-
тивированных in vitro тканях (корни (PgR-root) и их

Рис. 3. Распределение разных типов гинзенозидов в пяти исследуемых образцах Panax ginseng. Разными буквами обо-
значены достоверные отличия значений по каждой группе гинзенозидов. 1 – суммарное содержание протопанакса-
диолов (PPD); 2 – суммарное содержание протопанаксатриолов (PPT); 3 – суммарное содержание производных око-
тиллолов (Oct); 4 – суммарное содержание производных олеаноловой кислоты (Ole).
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базальный каллус (PgR-calli); листья (PgG-leaves)
и их базальный каллус, из которого формирова-
лись почки и листья (PgG-calli)) было идентифи-
цировано 66 гинзенозидов (рис. 4 и табл. 1, До-
полнительные материалы). Наибольшее разнооб-

разие в составе гинзенозидов было обнаружено в
листьяx геммогенной линии ‒ 57 соединений.
Качественный состав плантационных корней и
корней в культуре ткани практически совпадал и
был представлен 47 соединениями. Базальный

Рис. 4. Соотношение 66 определенных гинзенозидов в образцах морфогенных линий и нативных плантационных кор-
ней, % от сухого веса веществ: а – протопанаксадиолы (PPD); б – протопанаксатриолы (PPT); в – производные око-
тиллола (Oct); г – производные олеаноловой кислоты (Ole).
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каллус PgR-calli содержал 50 гинзенозидов, пред-
ставленных в плантационных и культивируемых
in vitro корнях, при этом корни in vitro содержали
более разнообразные формы Ole-типа соедине-
ний (пик № 41, 47, 52, 65, 67), не обнаруженных в
плантационных корнях (рис. 4). Самым бедным
по разнообразию гинзенозидов являлся морфо-
генный базальный каллус, из которого формиро-
вались листья (рис. 3, 4). В нем было найдено всего
35 гинзенозидов. При этом он содержал достаточ-
но редкие для нативных корней гинзенозиды оле-
анолового и окатиолового типов (рис. 4). Не-
сколько соединений были обнаружены исключи-
тельно в этом типе каллуса.

Для изучения распределения индивидуальных
гинзенозидов в нативных корнях и различных
тканях и органах морфогенных клеточных линий
был использован полуколичественный анализ с
применением метода внешней калибровки относи-
тельно стандартных образцов гинзенозидов G-Rg3
и G-Rh1. Результаты представлены на рис. 3, 4.

Суммарное содержание гинзенозидов в планта-
ционном 6-летнем корне и клеточных линиях со-
ставляло: в интактных корнях – 18.13 ± 2.72 мг/г
сухого веса; в корнях ризогенной клеточной ли-
нии – 17.24 ± 3.45 мг/г сухого веса; в базальном кал-
лусе ризогенной клеточной линии 18.29 ± 2.74 мг/г
сухого веса; в листьях геммогенной линии – до-
стигало достоверно максимальных значений
26.65 ± 4.78 мг/г сухого веса; в базальном каллусе
геммогенной клеточной линии было достоверно
минимальным – 8.26 ± 1.07 мг/г сухого веса (рис. 3).
Кроме общего содержания гинзенозидов, было
проанализировано соотношение типов PPD и
PPT (PPD/PPT) и соотношение нейтральных
гинзенозидов к малонил-гинзенозидам (табл. 1).
Установлено, что соотношение PPD-типа и PPT-ти-
па гинзенозидов было близко к единице, что от-
ражало примерно равное количество данных ве-
ществ во всех образцах, за исключением инициаль-
ного каллуса, формирующего листья (PgG-calli).
В этом образце (PgG-calli) производные протопа-
наксадиола практически отсутствовали и были
представлены только 4 гинзенозидами (рис. 4),
при этом 3 из них находились в малонилирован-
ной форме (m-PPD). Интересен и тот факт, что
содержание малонил-эфиров гликозидов прото-
панаксадиола было одинаково с нейтральными
формами этих соединений, в то время как мало-
нилированные производные протопанаксатриола
встречались в существенно меньшем количестве
(рис. 4).

Несмотря на то, что качественное разнообра-
зие гинзенозидов в клетках базального геммоген-
ного каллуса листьев PgG-calli было беднее, чем в
других образцах, ряд веществ (№ 7, 8, 27, 35) (табл. 1,
Дополнительные материалы) были обнаружены в
большем количестве по сравнению, с остальными

гинзенозидами именно в этих клетках (15.05; 13.5;
9.84; 9.85% от сухого веса) соответственно (рис. 4).

ОБСУЖДЕНИЕ
Имеются работы, где используются методы,

комбинированные с ВЭЖХ-МС для определения
разных видов женьшеня, органов и тканей расте-
ний по составу гинзенозидов [4, 27]. При этом по-
казано, что концентрации гинзенозидов резко
меняются в ответ на изменение внешних условий:
смена сезона, освещения, полива, засоление
почв, добавление удобрений или стимуляторов
роста [34, 35]. Считается, что физиологическая
роль этих многоцелевых молекул в растениях сво-
дится в основном к защитной функции от патоге-
нов. Однако, новые данные по динамике измене-
ний соотношения и распределения этих веществ
в процессе роста растений у разных видов этого
рода указывают на более сложную картину синте-
за и физиологических функций этих веществ [36].
Для других видов двудольных растений показано,
что простые и сложные тритерпеноиды влияют на
фундаментальные клеточные процессы (проли-
ферация клеток, изменения направления диффе-
ренциации, пути передачи сигналов), но молеку-
лярные мишени, на которые распространяется
действие этих соединений, пока не идентифици-
рованы [37].

Первоначально мы ожидали, что состав гинзе-
нозидов базальных каллусов, из которых форми-
ровались органы (корни и почки), будет одина-
ков, так как в этих тканях протекают начальные
стадии морфогенеза (рис. 1). При этом соотноше-
ние клеточных типов в тканях различного возрас-
та и происхождения значительно отличается. В
базальных тканях ризогенной клеточной линии
(PgR-calli) большое количество паренхимных
запасающих клеток, количество же меристема-
тических клеток было относительно небольшим
(рис. 1в, 1д). Превалирующими оказались парен-
химные клетки. В то же время количество мери-
стематических клеток в базальном каллусе гем-
могенной линии (PgG-calli) достигало 82 ± 4%.
В эмбриональных тканях растений вторичные
метаболиты обычно не синтезируются, т.к. вся
энергия меристематических клеток тратится на
процессы регуляции морфогенеза и пролифера-
цию [38]. Это подтверждается и нашими данными
о том, что общее количество гинзенозидов в этих
тканях снижалось по сравнению с другими образ-
цами почти в 2 раза, вероятно, за счет количества
протопанаксадиолов (рис. 3). Максимальное со-
держание гинзенозидов наблюдалось в листьях
геммогенной линии (рис. 3). В литературе показа-
но, что содержание гинзенозидов в листьях и кор-
невых волосках нативных растений P. ginseng вы-
ше, а в стебле и других частях ниже, по сравнению
с центральной частью основных корней [39].
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У растений P. notoginseng тип 20(S)-протопанакса-
триола был распространен преимущественно в
подземных частях, тогда как 20(S)-протопанакса-
диол ‒ в надземных частях [40]. Для американ-
ского женьшеня P. quinquifolium [8] показано та-
кое же соотношение основных гинзенозидов в
надземных частях и завязях растений, как в ли-
стьях in vitro, представленных в нашей работе. На-
против, в культуре ткани линии PgR-root и PgR-calli
было увеличение протопанаксатриола Re в 2 раза,
по сравнению с нативным корнем.

Примечательно, что, несмотря на бедный по
разнообразию состав гинзенозидов в базальной
части геммогенного каллуса, количество редких
гинзенозидов олеанолового типа (Ro и изомеров
Chikusetsusaponin IVa) значительно превышало
таковое не только в нативных корнях, но и в ли-
стьях. В американском женьшене было показано
достоверное увеличение гинзенозида Ro в цве-
точных почках [8]. Возможно, у женьшеня в про-
цессе развития инициальных тканей почек в кал-
лусе и на начальных стадиях развития тканей завязей
у интактных растений вырабатываются одинаковые
вещества, которые относятся к Ole-типу гинзенози-
дов. В этом же типе каллуса PgG-calli наблюда-
лось максимальное количество изомеров G-F3
(до 29% сухого веса всех гинзенозидов).

Необходимо отметить, что морфогенные кле-
точные линии повторяют не только паттерн каче-
ственного состава гинзенозидов, по сравнению с
отдельными частями нативных корней и листьев,
но и увеличивают их разнообразие и количество,
часто за счет накопления промежуточных соеди-
нений. При этом, несмотря на наличие неболь-
шого разнообразия редких гинзенозидов во всех
исследуемых образцах, значительное увеличение
по количеству отдельных типов гинзенозидов
протопанаксатриолов и олеаноловых наблюда-
лось в базальных каллусах PgR-calli и PgG-calli.
Гистологический анализ показал, что базальные
каллусы двух линий имеют в своем составе много
меристематической ткани, которой необходимо
поддерживать высокое число клеточных делений,
что замедляет накопление конечных продуктов.
Накопление определенных типов гинзенозидов в
делящихся видах ткани косвенно указывает на
пролиферативное действие данных веществ, т.к.
они практически отсутствуют в зрелых диффе-
ренцированных тканях.

В работе использовали оборудование Центра
коллективного пользования “Биотехнология и
генетическая инженерия” Федерального научного
центра биоразнообразия наземной биоты Во-
сточной Азии Дальневосточного отделения Рос-
сийской академии наук.
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