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ИЗУЧЕНИЕ ПАРАМЕТРОВ РОСТА И МОРФОЛОГИИ
СУСПЕНЗИОННОЙ КУЛЬТУРЫ ЗВЕРОБОЯ С ЦЕЛЬЮ ПОЛУЧЕНИЯ БАВ

Сураганов А.Е.

Культура клеток растений в промышленной биотехнологии чаще всего
используется для получения биологически активных веществ для медицины,
косметологии, пищевой промышленности. Это направление тесно связано с
исследованием культуры клеток как модели для изучения вторичного метаболизма.
К основным классам вторичных метаболитов растений относят алкалоиды,
изопреноиды  и фенольные соединения, в том числе флавоноиды. В растениях
синтезируются также цианогеные гликозиды, поликетиды, витамины [1].

Суспензионные культуры лекарственных растений могут служить
альтернативным источником получения биологически активных веществ.

Целью нашего исследования являлось получение клеточной суспензионной
культуры зверобоя продырявленного и изучение ее ростовых и морфометрических
характеристик для получения фенольных соединений.

Получение суспензионной культуры зверобоя продырявленного. Одной из
важнейших характеристик роста клеточных культур, позволяющих оценить
активность ростовых процессов на разных этапах выращивания и определить ее
оптимальную продолжительность, является кривая ростового цикла. В ходе
нормального жизненного цикла любая клеточная культура проходит ряд этапов или
стадий, характеризующихся определенными параметрами (концентрация клеток,
питательных веществ и продуктов метаболизма, скорость роста (размножения) и
отмирания). Критериями роста в цикле выращивания служит увеличение числа
клеток, их сырой и сухой массы. Ростовая кривая (модельная) имеет S-образную
форму. На ней различают латентную (лаг) фазу, в которой видимый рост инокулюма
не наблюдается ни по одному из критериев (1); экспоненциальную фазу,
характеризующуюся ростом с ускорением (2); линейную, в которой скорость роста
постоянна (3); фазу замедленного роста (4); стационарную фазу (5) и фазу
деградации клеток (6). Форма реальных ростовых кривых может значительно
отличаться продолжительностью фаз от модельной. Это зависит как от генетической
характеристики популяции (вида растения), так и от количества инокулюма и
условий выращивания [2].

В ходе исследования ростовых характеристик суспензионной культуры, было
выявлено, что латентная фаза роста суспензионной культуры зверобоя
продырявленного длилась до 4-х суток выращивания. С 5-х суток наблюдалось
резкое повышение ростовой активности культуры, что свидетельствовало о
переходе в логарифмическую фазу роста, продолжающуюся вплоть до 18-х суток,
после чего рост суспендированных клеток замедлялся. После фазы замедления
роста, продолжавшейся в течение 3-х суток, следовала стационарная фаза, где
изменения массы клеток были незначительными.

Для культивирования суспензионной культуры использовали питательную
среду Мурасиге - Скуга, с концентрацией фитогормона 2,4-Д – 2, 5 мг/л, наиболее
благоприятна для роста клеток лекарственных растений. Изучение роста



суспензионных клеток зверобоя показало, что выход живых клеток составил
75-85%. Суспензионную культуру   выращивали  в  течение  16-20  суток на качалке
при 120 об/мин. Выявлено,  что  наибольший  прирост  клеток  отмечен  на среде
МСа на  5-7  сутки,  затем  идет  стабилизация  роста  на  8-9-сутки.  Поэтому  на  9-11
сутки  проводится  субкультивирование  (перенос  клеток  на  свежую  питательную
среду), что позволяет наращивать биомассу клеточной культуры.

Морфология суспензионной культуры зверобоя. Кроме изучения динамики
накопления биомассы, важным этапом исследования суспензионных культур
является описание их морфофизиологических особенностей, в частности изменение
степени их агрегированности, жизнеспособности и морфологии в ходе ростового
цикла.

На протяжении всего периода роста суспензионной культуры преобладали
одиночные клетки и мелкие агрегаты. Процентное содержание первых от общего
числа фракций составляло 56 % в начале ростового цикла (4-е сутки). К 21-м суткам
культивирования их количество уменьшилось до 37 %, но уже на 24-28-е сутки
число одиночных клеток было сопоставимо с исходным уровнем, наблюдаемым в
ходе латентной фазы. Процентное содержание мелких агрегатов от суммы всех
типов фракций в ходе ростового цикла варьировало в относительно меньших
пределах: возрастало от 26 % на 4-е сутки до 37 % на 14-е сутки культивирования,
после чего снижалось до 31 %. Со-держание средних агрегатов в культуре
возрастало от 6 % на 4-е сутки до 18 % на 21-е сутки, после чего вплоть до 28-х суток
выращивания изменялось несущественно. Тогда как процент крупных агрегатов от
общего числа фракций повышался от 1,5 % в ходе латентной фазы роста (4-е сутки)
до 7 % к 18-м суткам, но далее снижался до 0,4 % (28-е сутки).

Анализ жизнеспособности культуры показал, что количество живых
одиночных клеток в ходе латентной фазы (4-е сутки) ростового цикла составляло
менее половины от их общего числа. Однако в процессе роста культуры процентное
содержание живых одиночных клеток возрастало, что связано с их активным
размножением в ходе экспоненциальной фазы. В итоге, во время стационарной фазы
роста (24—28-е сутки) практически все одиночные клетки, присутствующие на тот
момент в культуре, были живыми. Жизнеспособность всех типов агрегатов на
протяжении роста культуры была высокой и изменялась незначительно.

Изучение морфологии суспензионных клеток зверобоя продырявленного
показало, что в культуре преобладали клетки округлой и неправильной формы,
часто находящиеся в скоплениях по 6—8 клеток. Также встречались одиночные
крупные клетки червеобразной, круглой, спиралевидной, овальной и бобовидной
формы. Необходимо отметить, что перечисленные выше типы клеток
присутствовали в суспензии клеток на всех этапах ростового цикла.

Проведенные результаты свидетельствуют о том, что ростовая кривая
суспензионной культуры зверобоя продырявленного имеет стандартную
S-образную форму. Оптимальный срок выращивания данной культуры составляет
от 21-х до 24-х суток. Показано, что в суспензионной культуре на всем протяжении
роста преобладающими типами фракций являются одиночные клетки и мелкие
агрегаты. В целом жизнеспособность культуры была высокой.

Определение фенольных соединений в суспензионной культуре зверобоя
продырявленного. Ранее  было показано, что основу полифенольного комплекса
каллусных культур зверобоя продырявленного составляют фенолкарбоновые
кислоты [3].

В этой связи следующим этапом нашего исследования было определение
динамики изменения общего содержания соединений фенольной природы и в



частности фенолкарбоновых кислот в суспензии клеток зверобоя продырявленного,
и выявление связи между указанными биохимическими характеристиками.

Показано, что общее содержание фенольных соединений в ходе латентной и
начальной логарифмической фазах роста суспензионной культуры изменялось
незначительно. К 11-м суткам уровень накопления полифенолов снизился и
оставался практически неизменным до 18-х суток выращивания. Переход суспензии
клеток в стационарную стадию ростового цикла (24-е сутки) сопровождался
интенсификацией синтеза метаболитов до уровня, демонстрируемого на 4—7-е
сутки культивирования. Что же касается фенолкарбоновых кислот, то к 11-м суткам
ростового цикла культуры происходило снижение уровня их накопления, так же, как
и содержание полифенолов в целом. Однако уже к 14-м суткам культивирования
наблюдалось повышение активности биосинтеза фенолокислот, так, что к 24-м
суткам их содержание существенно не отличалась от начального значения данного
показателя.

Таким образом, представленные результаты свидетельствуют о том, что
суспензионная культура зверобоя продырявленного характеризуется высокой
жизнеспособностью и продуктивностью по биомассе, а также способностью
синтезировать соединения фенольной природы. Это позволяет рассматривать
суспензионные культуры лекарственных растений как перспективный
альтернативный источник получения биологически активных веществ фенольной
природы в промышленных масштабах.
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