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ВЛИЯНИЕ КАДМИЯ НА АНТИОКСИДАНТНЫЙ СТАТУС in vitro
КУЛЬТУР Rhododendron japonicum
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Исследовано воздействие различных концентрация кадмия (Cd, 42–126 мкМ) на антиоксидантную
систему in vitro культур рододендрона японского. Показано уменьшение активности супероксид-
дисмутазы, одного из основных высокомолекулярных антиоксидантов, у гетеротрофных каллусов,
выращиваемых на средах с возрастающими концентрациями поллютанта, и увеличение – у фото-
миксотрофных. Накопление низкомолекулярных антиоксидантов фенольной природы в этих куль-
турах в большинстве случаев повышалось, особенно у фотомиксотрофного каллуса. Полученные
результаты свидетельствуют об изменениях в антиоксидантном статусе каллусных культур родо-
дендрона японского, выращиваемых на средах с Cd, и важной роли как антиоксидантных фермен-
тов, так и низкомолекулярных антиоксидантов в сохранении их жизнеспособности.
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Одним из приоритетных направлений совре-
менной физиологии растений является изучение
физиолого-биохимических и молекулярно-генети-
ческих механизмов устойчивости дикорастущих и
культурных видов к действию тяжелых металлов
(Asati et al., 2016; Fryzova et al., 2017). К числу широко
распространенных их представителей относится
кадмий (Сd). Известно о его высокой подвижно-
сти в почвенном растворе, кумулятивности и фи-
тотоксичности (Haider et al., 2021). При действии
Cd отмечалось изменение роста и развития расте-
ний, ультраструктуры клеточных органелл (мито-
хондрии, хлоропласты), водного и гормонального
баланса, увеличение количества активных форм
кислорода (АФК) и развитие окислительного
стресса (Seregin et al., 2015; Manquián-Cerda et al.,
2016; Hayat et al., 2019).

Ослабление окислительной атаки в клетках
растений, вызванной действием стрессора, обеспе-
чивается функционированием многокомпонент-
ной системы антиоксидантной защиты, состоящей
из высокомолекулярных и низкомолекулярных ме-
таболитов (Pradedova et al., 2011). К их числу отно-
сится супероксиддисмутаза (СОД) – высокомо-
лекулярный фермент «первой линии защиты»,
поддерживающий баланс между генерацией и
удалением АФК (Yu et al., 2020). При ее участии

осуществляет превращение двух молекул O–2 в
пероксид водорода и кислород, что способствует
снижению (предотвращению) перекисного окис-
ления липидов (ПОЛ) и сохранению стабильно-
сти клеточных мембран (Kolahi et al., 2020). К
низкомолекулярным антиоксидантам относятся
фенольные соединения – одни их наиболее рас-
пространенных в растениях вторичных метаболи-
тов (Pradedova et al., 2011; Naikoo et al., 2019). Для
них характерно наличие гидроксильных групп в
ароматическом кольце, которые легко взаимо-
действуют со свободными радикалами и ингиби-
руют процессы радикально-цепного окисления
(Belščak-Cvitanović et al., 2018). Этот эффект в зна-
чительной степени зависит от вида растения,
условий его произрастания и содержания фе-
нольных соединений (Llugany et al., 2013; Ka-
tanskaya, Zagoskina, 2018; Kolahi et al., 2020).

К числу растений с высоким адаптивным по-
тенциалом и устойчивостью к действию тяжелых
металлов, в том числе Cd, относятся представите-
ли рода Rhododendron L. (Kwon et al., 2020). Для
них характерно образование различных феноль-
ных соединений (Qiang et al., 2011). К ним отно-
сятся оксибензойные кислоты (протокатеховая,
хлорогеновая, галловая) и редко – производные
коричной кислоты (кофейная кислота) (Prakash
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et al., 2007). У большинства представителей рода
Rhododendron L. были идентифицированы флаво-
ноиды: гиперозид, авикулярин и кверцетин, и
значительно реже – кемпферол и рутин (Prakash
et al., 2007; Olennikov, Tankhaeva, 2010). Сообща-
лось o накоплении в них катехинов – веществ с
Р-витаминной капилляроукрепляющей актив-
ностью (Bagratishvili, Jikia, 2015). Наличие фе-
нольных соединений в тканях рододендронов
позволяет использовать их в фармакологических
целях для профилактики и лечения заболеваний
различной этиологии (Popescu, Kopp, 2013; Ka-
tanskaya, Zagoskina, 2018). Кроме того, они успешно
используются для озеленения крупных городов с
высоким уровнем промышленных загрязнений, а
также в качестве фиторемедиаторов и биоинди-
каторов состояния окружающей среды (Katanska-
ya, Zagoskina, 2018).

Успешным подходом для изучения стрессовых
реакций растений являются культуры клеток и
тканей, сохраняющие в условиях in vitro основные
характеристики исходных эксплантов, в том чис-
ле способность к образованию фенольных соеди-
нений (Nosov, 2012; Nielsen et al., 2019). Однако
данные о влиянии тяжелых металлов, в частности
Cd, на накопление этих соединений вторичного
метаболизма в клеточных культурах рододендро-
нов с различным уровнем внутриклеточной диф-
ференциации отсутствуют.

В связи с этим, целью работы являлось изуче-
ние реакции антиоксидантной системы каллу-
сных культур Rhododendron japonicum с различным
уровнем внутриклеточной дифференциации (ге-
теротрофные, фотомиксотрофные) на действие Cd.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объектом исследования служили каллусные
культуры, полученные из стерильных проростков
рододендрона японского (Rh. japonicum (A. Gray)
Suring) и культивируемые на питательной среде
Андерсона, содержащей 2-изопентиладенин
(5 мг/л), 2,4-дихлорфеноксиуксусную кислоту
(5 мг/л), сахарозу (30 г/л), агар (8 г/л). Каллусы
выращивали при температуре 25–26°С, относи-
тельной влажности воздуха 70% в темноте или
при 16-ти часовом фотопериоде (5000 лк). Про-
должительность пассажа составляла 45 сут.

При проведении опытов к основной пита-
тельной среде добавляли различные концентра-
ции Cd(NO3)2 (42, 63, 126 мкМ). Культуры выра-
щивали в течение 33-х сут. Контролем служили
каллусы, культивируемые на среде без Cd.

Оценивали морфофизиологические парамет-
ры каллусных культур (Zubova et al., 2020).

Содержание воды определяли путем высуши-
вания растительного материала до постоянной

массы в термостате при 70°С в течение 72 ч (Zubo-
va et al., 2020).

Фенольные соединения извлекали 96%-ным
этанолом из свежего растительного материала
при 45°С в течение 45 мин. Полученные экстрак-
ты центрифугировали (16000 об./мин, 15 мин) и
надосадочную жидкость использовали для спек-
трофотометрических исследований. Содержание
суммы растворимых фенольных соединений
определяли с реактивом Фолина-Дениса, флава-
нов — с 1%-ным ванилиновым реактивом (Zubo-
va et al., 2020). Калибровочные кривые в обоих
случаях строили по (–)-эпикатехину.

Интенсивность перекисного окисления липи-
дов (ПОЛ) определяли по реакции с тиобарбиту-
ровой кислотой (ТБК), анализируя содержание
одного из ее конечных продуктов – малонового
диальдегида (МДА). Навеску каллусной ткани го-
могенизировали в 5 мл 0.1 М Tris-HCl буфера
(рН 7.5), содержащего 0.35 М NaCl, после чего
добавляли 1 мл 0.5%-ного раствора ТБК в 20% три-
хлоруксусной кислоте. Реакционную смесь инку-
бировали на кипящей водяной бане (30 мин), охла-
ждали и измеряли оптическую плотность раство-
ра при 532 нм. Для расчета содержания МДА
(мкмоль/г сырой массы) использовали коэффи-
циент молярной экстинкции равный 1.56 × 10–5

см–1 М–1 (Hodges et al., 1999).
Активность супероксиддисмутазы (СОД)

определяли стандартным методом с использовани-
ем нитросинего тетразолия (НСТ) (Никерова и др.,
2019). Измеряли уменьшение оптической плот-
ности раствора при 560 нм через 30 мин после ин-
кубации на свету. Активность СОД выражали в
единицах активности/г сырой массы.

Эксперименты проводили в 3-кратных биоло-
гических и аналитических повторностях. Корре-
ляционный и факторный (ANOVA) анализ осу-
ществляли в программе SigmaPlot 12.3. На диа-
граммах представлены средние арифметические
значения определений (М) и их стандартные от-
клонения (±SEM).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Морфологические характеристики каллусных

культур. Важным аспектом жизнедеятельности
in vitro культивируемых клеток и тканей является
оценка их морфо-физиологических характери-
стик (Zagoskina et al., 2007; Martins et al., 2020).
Каллусные культуры Rh. japonicum, выращивае-
мые поверхностным способом на агаризованной
питательной среде, имели низкую скорость роста
(в среднем, 170–180%). Гетеротрофные каллусы
были светло-кремового цвета и средней плотно-
сти. Фотомиксотрофные культуры были несколь-
ко плотнее, имели зеленовато-желтое окрашива-
ние с небольшими участками сиренево-розового
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цвета. Во всех вариантах оводненность каллусов
составляла ~82%.

У культур, выращиваемых на средах с различ-
ными концентрациями Cd, морфологические ха-
рактеристики, рост и оводненность были анало-
гичны таковым контроля. Лишь у фотомиксотроф-
ного каллуса на среде с высокой концентрацией
металла (126 мкМ) отмечалось формирование не-
кротизированных участков темно-коричневого
цвета, что свидетельствует об изменениях в морфо-
физиологических характеристиках.

Следовательно, как гетеротрофная, так и фо-
томиксотрофная каллусные культуры рододенд-
рона японского проявляли достаточно высокую
устойчивость к действию Cd, о чем свидетель-
ствовало сохранение их жизнеспособности. Об
устойчивости растений рода Rhododendron L. к
действию Cd отмечено и в литературе (Katanska-
ya, Zagoskina, 2018).

Уровень перекисного окисления липидов (ПОЛ).
Для всех растительных клеток изменение уровня
ПОЛ, оцениваемое по содержанию малонового
диальдегида (МДА), может служить показателем
их реакции на действие различных экзогенных
факторов (Полесская, 2007). Его увеличение ча-
сто считают признаком развития окислительного
стресса и изменения физиологического состоя-
ния растений (Sin’kevich et al., 2011; de Dios Alché,
2019).

Каллусные культуры рододендрона японско-
го, выращиваемые в контрольных условиях, зна-
чительно отличались по содержанию МДА (рис. 1).
У гетеротрофной культуры оно было почти в два
раза ниже по сравнению с фотомиксотрофной.
Это согласуется с данными о том, что при форми-
ровании хлоропластов в клетках растений доста-
точно часто повышается количество АФК (По-
лесская, 2007; Kreslavski et al., 2012).

При выращивании каллусов рододендрона на
средах с поллютантом уровень ПОЛ в них изме-
нялся (рис. 1). В гетеротрофной культуре содержа-
ние МДА на средах с 42 и 63 мкМ Cd было стати-
стически равным и на 50% ниже, чем в контроле.
При высокой его концентрации (126 мкМ) уро-
вень ПОЛ в каллусе значительно повышался и
превышал значение контрольного варианта по-
чти в два раза, что может быть следствием образо-
вания значительных количеств АФК и развития
окислительного стресса, как отмечалось и други-
ми авторами (Sin’kevich et al., 2011; Fryzova et al.,
2017). В фотомиксотрофных культурах во всех ис-
следованных вариантах содержание МДА было
ниже, чем в контроле (на 33, 40 и 10% при 42, 63 и
126 мкМ Cd соответственно).

Исходя из полученных данных можно заклю-
чить, что снижение уровня ПОЛ в клетках Rh. japon-
icum при действии Cd может свидетельствовать об
активации системы антиоксидантной защиты,

включая высокомолекулярные и низкомолеку-
лярных антиоксиданты, эффективно элиминирую-
щие АФК (de Dios Alché, 2019; Haider et al., 2021).

Высокомолекулярные антиоксиданты. К их чис-
лу относятся различные ферменты, в том числе
СОД – один из важных и эффективных их пред-
ставителей, участвующих в реакции дисмутации
супероксид-анион радикала до Н2О2 и O2 (Saibi,
Brini, 2018). Эта реакция имеет спонтанный харак-
тер и протекает чрезвычайно быстро, тем самым за-
щищая клетки от повреждения продуктами реак-
ций (Никерова и др., 2019).

Определение активности СОД показало почти
вдвое более высокий ее уровень в гетеротрофной
культуре рододендрона по сравнению с фотомик-
сотрофной (рис. 2). При выращивании гетеро-
трофного каллуса на средах с различными концен-
трациями Cd она возрастала и во всех случаях была
выше, чем в контроле. При действии 42 и 63 мкМ
металла увеличение активности СОД составило
20%, а при 126 мкМ – 30%. Эти различия в опре-
деленной степени согласуются с данными по
уровню ПОЛ в этих культурах (рис. 1). Следова-
тельно, более высокая активность СОД в гетеро-
трофном каллусе рододендрона “обеспечивает”
более низкий уровень ПОЛ, что свидетельствует о
важной роли этого высокомолекулярного анти-
оксиданта в поддержании баланса АФК, как это
отмечалось и другими авторами (Полесская, 2007;
de Dios Alché, 2019).

Иная тенденция отмечена для фотомиксо-
трофной культуры Rh. japonicum, у которой актив-
ность СОД на средах с Cd снижалась по сравнению
с контролем (на 40% в варианте с 42 мкМ металла и

Рис. 1. Содержание малонового диальдегида (МДА) в
гетеротрофных (ГК) и фотомиксотрофных (ФК) кал-
лусных культурах Rhododendron japonicum, выращен-
ных на основной питательной среде (контроль) или
на средах с различными концентрациями Cd. Возраст
культур – 30 дней.
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на 80% –при 63 и 126 мкМ). Все это свидетель-
ствует о существенных различиях в активности
СОД, одного из основных ферментов антиокси-
дантной защиты, в каллусных тканях Rh. japoni-
cum с различным уровнем дифференциации.

Низкомолекулярные антиоксиданты. К их числу
относятся фенольные соединения, для которых
характерно как взаимодействие с АФК, так и
комплексообразование с тяжелыми металлами, в
том числе Cd (Llugany et al., 2013; Belščak-Cvita-
nović et al., 2018).

Каллусные культуры рододендрона значительно
отличались по суммарному содержанию феноль-
ных соединений, которое в большинстве иссле-
дованных вариантов в 2 и более раз было выше у
фотомиксотрофного каллуса (рис. 3а). О том, что
in vitro культивируемые фотомиксотрофные кал-
лусы, инициированнные из эксплантов различ-
ных растений, накапливали больше этих вторич-
ных метаболитов, сообщалось в литературе
(Zubova et al., 2020). Это может быть следствием
как формирования в них хлоропластов – одного
из основных центров биосинтеза фенольных со-
единений, так и светорегуляции ферментов, от-
ветственных за их образование (Dias et al., 2016;
Katanskaya, Zagoskina, 2018).

При культивировании как гетеротрофного, так и
фотомиксотрофного каллусов рододендрона на
средах с Cd происходило увеличение суммарного
содержания в них фенольных соединений (рис. 3а).
При этом можно отметить четкую взаимосвязь
между концентрацией металла в среде и уровнем
накоплением этих вторичных метаболитов: чем
она была выше, тем больше накапливалось фе-
нольных соединений. О повышении содержания

фенольных соединений при действии этого пол-

лютанта на in vitro культивируемые клетки и тка-

ни растений сообщалось в литературе (Zagoskina

et al., 2007; Manquián-Cerda et al., 2016). Исключе-

ние был вариант с высокой концентрацией Cd

(126 мкМ), когда у гетеротрофного каллуса содер-

жание этих веществ в 3.5 раза превышало таковое

контроля, тогда как у фотомиксотрофного – все-

го лишь в 1.5 раза и было даже ниже, чем в вари-

анте с 63 мкМ Cd. Следовательно, значительное

количество Cd в питательной среде оказывает не-

гативное действие на биосинтез фенольных со-

единений в фотомиксотрофной культуре родо-

дендрона.

К компонентам фенольного комплекса расте-

ний рода Rhododendron L. относятся флаваны – ве-

щества с антиоксидантной активностью, успешно

используемые в фармакологии (Popescu, Kopp,

2013). Способность к их образованию характерна

и для каллусов рододендрона японского (рис. 3б).

У фотомиксотрофной культуры их количество

было значительно выше, по сравнению с гетеро-

трофной. При выращивании этих культур на средах

с Cd количество флаванов возрастало: в гетеро-

трофном каллусе при всех исследованных концен-

Рис. 2. Активность супероксиддисмутазы в гетеро-
трофных (ГК) и фотомиксотрофных (ФК) каллусных
культурах Rhododendron japonicum, выращенных на
основной питательной среде (контроль) или на сре-
дах с различными концентрациями Cd. Возраст куль-
тур – 30 дней.
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Рис. 3. Содержание суммы растворимых фенольных
соединений (а) и флаванов (б) в гетеротрофных (ГК)
и фотомиксотрофных (ФК) каллусных культурах
Rhododendron japonicum, выращенных на основной
питательной среде (контроль) или на средах с различ-
ными концентрациями Cd. Возраст культур –
30 дней.
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трациях поллютанта, а в фотомиксотрофном – в
большей степени при 42 мкМ Cd.

Все это свидетельствует о том, что выращива-
ние каллусных культур Rh. japonicum с различным
уровнем дифференциации на средах с Cd сопро-
вождалось активацией фенольного метаболизма,
в том числе и биосинтеза флаванов, количество
которых зависло от действующей концентрации
поллютанта.

* * *

Высокотоксичный поллютант Cd оказывает
стрессовое воздействие на растения: угнетает
рост, снижает продуктивность, повышает образо-
вание АФК, вследствие нарушения баланса (об-
разование/инактивация). Однако во многих случа-
ях их жизнеспособность сохраняется, что обуслов-
лено различными факторами, включая их видовую
принадлежность, устойчивость к действию пол-
лютантов, наличие и регуляцию количества анти-
оксидантов. В связи с этим представляло интерес
изучить ответные реакции клеток на присутствие
Cd, используя в качестве модельных объектов кал-
лусы Rh. japonicum, сохраняющие в условиях in vitro
способность к накоплению фенольных соедине-
ний (см. рис. 3).

В первую очередь следует подчеркнуть, что вы-
ращивание гетеротрофных и фотомиксотрофных
культур рододендрона на средах с различными
концентрациями Cd не вызывало изменений в их
морфофизиологических и ростовых характери-
стиках, которые сохранялись на уровне контроля
(данные не приводятся). Подобная тенденция
может быть следствием его “ограниченного” по-
ступлении в клетки и, возможно, частичной сорб-
цией компонентами питательной среды. Кроме
того, рододендроны являются аккумуляторами
тяжелых металлов, обладают высокой устойчиво-
стью к действию Cd и аналогичная тенденция ха-
рактерна для культур рододендрона японского,
выращиваемых в условиях in vitro.

О жизнеспособности растительных клеток,
особенно в условиях действия стрессовых факто-
ров, судят по уровню ПОЛ. В гетеротрофных и
фотомиксотрофных культурах Rh. japonicum расту-
щих на средах с низким уровнем Cd (42 и 63 мкМ)
он был ниже по сравнению с контролем, что свиде-
тельствовало об активации систем защиты Однако
при высокой концентрации поллютанта (126 мкМ)
уровень ПОЛ в каллусах повышался: в фотомик-
сотрофной культуре – до уровня контроля, а в ге-
теротрофной – значительно превышая его, т.е.
антиоксидантная система клеток не справлялась
с элиминацией АФК, что, вероятно, приводило к
развитию окислительного стресса. Следовательно,
количество Cd в питательной среде имеет важное

значение для каллусных культур рододендрона
японского с различным уровнем дифференциации.

Определение активности СОД – одного их
ключевых высокомолекулярных антиоксидантов
в клетках растений, показало ее более высокий
уровень в гетеротрофных каллусах рододендрона
японского по сравнению с фотомиксотрофными
(рис. 2). На средах с Cd у гетеротрофной культуры
она повышалась, тогда как у фотомиксотрофной
– снижалась. Это свидетельствует о значитель-
ных отличиях в регуляции СОД в культурах родо-
дендрона при действии Сd. Ее функциональная
роль в поддержании баланса АФК и предотвра-
щения окислительного стресса более выражена у
гетеротрофного каллуса, о чем свидетельствуют
данные по увеличению в нем активности СОД
(рис. 2) на фоне снижение уровня ПОЛ (рис. 1) в
присутствии Cd (42 и 63 мкМ).

Иная тенденция характерна для накопления
низкомолекулярных антиоксидантов фенольной
природы в каллусных культурах рододендрона
японского (рис. 3). Во всех вариантах их количе-
ство было выше в фотомиксотрофной культуре,
по сравнению с гетеротрофной.

На средах с Cd суммарное содержание феноль-
ных соединений и флаванов в большинстве случаев
увеличивалось. Исключением являлись лишь вари-
анты с высокой концентрацией Cd (126 мкМ), ко-
гда у фотомиксотрофной культуры оно было ни-
же по сравнению с таковым у гетеротрофной.

Все это свидетельствует об изменениях в анти-
оксидантном статусе каллусных культур родо-
дендрона японского, выращиваемых на средах с
Cd, и важной роли как антиоксидантных фермен-
тов, так и низкомолекулярных антиоксидантов в
сохранении их жизнеспособности.

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке Минобрнауки РФ в рамках темы Государ-
ственного задания Института физиологии расте-
ний им. К.А. Тимирязева РАН (АААА-А-19-
11904189005-8).
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Influence of Cadmium on Antioxidant Status in vitro Cultures
of Rhododendron japonicum

N. V. Zagoskina1, #, V. M. Katanskaya1, ##, and T. N. Nikolaeva1

1Timiryazev Institute of Plant Physiology RAS, Botanical str. 35, Moscow, 127276 Russia
#e-mail: zagoskina@ifr.moscow
##e-mail: vera@katanski.com

The effect of different concentrations of cadmium (Cd, 42–126 μM) on antioxidant system of in vitro cultures
of Rhododendron japonicum was studied. A decrease in the activity of superoxide dismutase, one of the main
high-molecular antioxidants, was shown in heterotrophic calli grown on media with increasing concentra-
tions of the pollutant, and an increase in photomixotrophic ones.The accumulation of low molecular weight
phenolic antioxidants in these cultures increased in most cases, especially in photomixotrophic callus.The re-
sults obtained indicate changes in the antioxidant status of callus cultures of Rh. japonicum grown on media
with Cd and the important role of antioxidant enzymes and low molecular weight antioxidants in maintaining
their viability.

Keywords: rhododendron, Rhododendron japonicum, callus culture, cadmium, antioxidants, superoxide dis-
mutase, phenolic compounds, f lavans
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