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Установлено, что ауксин 2,4-Д является каллусообразующим фактором для большей части эксплантов копеечника альпийского. 
Выявлены лучшие экспланты для получения каллусной ткани − семядоли проростка растения. Показано, что для культивирования 
каллуса необходимо в питательную среду вносить ауксины 2,4-Д (0,1 мг/л), НУК (0,1 мг/л) и цитокинин БАП (1,0 мг/л). 
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Культура растительных клеток и тканей в 
настоящее время является альтернативным источ-
ником сырья для производства ряда лекарствен-
ных препаратов. Использование растительных 
тканей, культивируемых на искусственных пита-
тельных средах в качестве продуцентов биологи-
чески активных веществ, основано на их способ-
ности синтезировать биологически активные со-
единения, характерные для целого растения [1].  

Процент использования лекарственных препа-
ратов, содержащих соединения растительного про-
исхождения, в медицинской практике постоянно 
возрастает, поскольку установлено, что лечебное 
действие их значительно эффективнее, чем препара-
тов, полученных синтетическим путем. Однако су-
ществующие проблемы, связанные с сокращением 
ресурсов дикорастущих видов и с трудностями вве-
дения в полевые культуры, ограничивают внедрение 
многих лекарственных препаратов [2].  

Одним из таких лекарственных растений явля-
ется копеечник альпийский (Hedysarum alpinum L.), 
из травы которого выделен ксантоновый гликозид 
мангиферин, обладающий высокой биологической 
активностью. В медицине используют траву копе-
ечника для производства препарата алпизарин [3, 
4]. Актуальность данных исследований определя-
ется необходимостью получения стабильно рас-
тущего каллуса копеечника альпийского, проду-
цирующего ксантон мангиферин, который являет-
ся основой для производства ценного лекарствен-
ного средства. 

Копеечник альпийский − многолетнее травя-
нистое растение семейства бобовых, произрастает в 
России, на Украине и в некоторых районах Кавказа. 
Естественные заросли находятся в Забайкалье и 
Читинской области. Цветет копеечник альпийский 
в июле−августе, плоды созревают в конце авгу-
ста−начале сентября. Семена характеризуются 
твердосемянностью. Мангиферин в основном со-
держится в листьях. В траве копеечника установле-
но также наличие флавоноидов (гиперезида, хеди-
зарида и др.). В листьях обнаружено 220−1375 мг% 
аскорбиновой кислоты. В корневищах и корнях 
найдено до 30−40% полисахаридов − производных 
галактозы, ксилозы, галактуроновой кислоты и 
рамнозы [5].  

Широкое распространение копеечника аль-
пийского сдерживается из-за того, что биологиче-
ской особенностью его является неравномерность 
прорастания семян. Это в дальнейшем приводит к 
позднему и неравномерному появлению всходов; 
также отмечена низкая всхожесть семян данного 
растения (от 7 до13%) [6−8].  

Ц е л ь  и с с л е д о в а н и я  − получение 
экспериментальных данных по введению в сте-
рильную культуру и инициации каллуса из натив-
ного растения копеечника альпийского.  

Задачей являлось выявление зависимости 
каллусообразования от типа экспланта и от фито-
гормонов. Изучено действие регуляторов роста 
ауксиновой, цитокининовой природы и гибберел-
лина (ГК) с преимущественным содержанием гиб-
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береллиновой кислоты (ГК3) на каллусогенез из 
разных частей растения копеечника альпийского.  

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 
Для исследования были взяты семена расте-

ния копеечника альпийского, выращиваемого на 
фармакологическом участке Ботанического сада 
ФГБНУ ВИЛАР, урожая 2013 г.  

Для получения стерильных проростков семе-
на (40 штук) подвергали стерилизации диацидом в 
течение 20 мин, затем промывали стерильной ди-
стиллированной водой и высаживали в пробирки 
на агаризованную (0,8%) среду по прописи Готре 
[9]. Пробирки с семенами помещали в термостати-
рованное помещение под лампы белого света с ин-
тенсивностью освещения 1000 люкс. В результате 
получили семь стерильных проростков копеечника 
альпийского. Из полученных растений выделили 
стерильные экспланты: корень, стебель, листья, 
семядоли, гипокотиль. 

Для инициации и культивирования каллуса 
использовали питательную среду по прописи  
Мурасиге и Скуга с добавлением 0,6% агара. Гор-
мональные добавки − ИУК, L-нафтилуксусную 
кислоту (НУК), 2,4-дихлорфеноксиуксусную кис-
лоту (2,4-Д), кинетин и 6-бензилоаминопурин 
(БАП), гиббереллин с преимущественным содер-
жанием ГК3 в различных сочетаниях и концентра-
циях добавляли в питательную среду до автокла-
вирования.  

Работы проводили в стерильных условиях с 
использованием боксов-ламинаров (Россия). Куль-
туры инкубировались в термостатах ТС80М2 
(Россия) при 26 °С. 

Наличие образования и роста каллуса оцени-
вали визуально по принципу есть (+) / нет (−) роста. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
Известно, что каллусную ткань in vitro можно 

получить практически из любой живой ткани рас-

тения, однако из молодых тканей реальнее выде-
лить каллусную культуру, чем из зрелых. Поэтому 
для индукции каллусогенеза в эксперимент были 
взяты экспланты, выделенные из стерильных про-
ростков семян растения копеечника альпийского. 
С целью инициации образования каллусной ткани 
полученные стерильные экспланты (66 шт.) выса-
живали на питательные среды Мурасиге и Скуга, 
содержащие разные ростовые вещества (табл. 1). 

Исследуемые факторы вводили в питатель-
ную среду согласно матрице эксперимента: 

№ 1 − 2,4-Д 0,1 мг/л + кинетин 0,5мг/л; 
№ 2 − 2,4-Д 0,1 мг/л + ИУК 0,5 мг/л; 
№ 3 − кинетин 0,1 мг/л+ ИУК 0,05 мг/л. 
В результате проведенного эксперимента бы-

ло определено, что регуляторы роста в сочетаниях 
2,4-Д + кинетин и 2,4-Д + ИУК инициировали об-
разование первичного каллуса практически из 
всех эксплантов. Однако отмечено, что экспланты 
из разных частей растения по-разному отклика-
лись на состав регуляторов роста. Лист и гипоко-
тель в 100% образовывали первичный каллус на 
средах с содержанием регуляторов роста в следу-
ющих сочетаниях: цитокинин + ауксин или только 
ауксины. Для эксплантов из корня проростка 
предпочтительней был состав регуляторов роста 
среды № 1 (80%), из стебля − состав регуляторов 
роста среды № 2 (80%). Для образования первич-
ного каллуса из семядоли требовалось присут-
ствие в питательной среде двух ауксинов. Пита-
тельная среда № 3 не давала положительных ре-
зультатов ни с одним из изучаемых эксплантов. 

Если рассматривать полученные результаты в 
процентном соотношении от общего числа поса-
женных эксплантов, то можно отметить, что на 
среде с добавлением кинетина 0,1 мг/л и  ИУК 
0,05 мг/л процент каллусообразования составил 
3,9%. На среде с добавлением кинетина – 0,5 мг/л 
и 2,4-Д – 0,1 мг/л − 63%, а на среде с добавлением 
2,4-Д 0,1 мг/л и ИУК 0,5 мг/л − 61%. Ауксин 2,4-Д 

Таблица 1. Получение каллуса из стерильных проростков различного происхождения, шт. 

Тип  
экспланта 

Варианты эксперимента 

№1 № 2  № 3 

Посажено  
эксплантов, шт. 

Число эксплантов 
с каллусом, шт  

Посажено  
эксплантов, шт. 

Число эксплантов 
с каллусом, шт  

Посажено  
эксплантов, шт. 

Число эксплантов 
с каллусом, шт  

Листья 3 3 4 4 3 0 

Корень 5 4 4 1 6 0 

Семядоли 3 0 3 2 3 0 

Гипокотиль 2 2 2 2 3 0 

Стебель 6 3 5 4 8 0 
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присутствовал во всех вариантах, дающих поло-
жительный результат по образованию первичного 
каллуса, поэтому его можно отнести к каллусооб-
разующему фактору для большей части эксплан-
тов копеечника альпийского.  

Для инициации образования вторичного, ста-
бильно растущего каллуса экспланты с первично 
образованным каллусом (штаммы) переносились 
на питательные среды с расширенным качествен-
ным и количественным составом регуляторов ро-
ста (табл. 2). 

Изучению подвергались регуляторы роста, 
входящие в разные группы: гибберелловая кислота 
(ГК3), цитокинины – кинетин и БАП; ауксины – 
2,4-Д и НУК. 

Всего для эксперимента были взяты первично 
образованные каллусы 40 эксплантов из разных ча-
стей проростков. Каллусы разных эксплантов дели-
лись поровну по вариантам эксперимента или пере-
носились поочередно на новую питательную среду. 

В результате эксперимента отмечено, что со-
четание регуляторов роста среды 1 инициировало 
активное нарастание первично образованной кал-
лусной ткани, полученной из семядоли проростка. 
Первичные каллусы другого происхождения ока-
зались не способными к пассируемому росту на 
питательной среде, содержащей полный набор 
изучаемых регуляторов роста, и находились в 
«спящем» состоянии. При введении в питательный 
субстрат ГК3 взамен ауксина 2,4-Д (среда 2) на 
каллусной ткани, полученной из листа проростка, 
наблюдалось появление вытянутых образований. 
На остальных штаммах первично образованная 
каллусная ткань визуально увеличивалась в объе-
ме первые 10 суток, в последующие сутки измене-
ния в приросте биомассы не отмечались. Исклю-
чение из питательного субстрата цитокинина БАП 

на фоне увеличения в 10 раз концентраций ки-
нетина и 2,4-Д также не способствовало началу 
активного роста каллусов всех эксплантов.  

Исключение из питательного субстрата ки-
нетина и значительное снижение концентраций 
БАП и НУК позволило активировать ростовые 
процессы полученных каллусов. Наилучший от-
клик на данный гормональный состав дал каллус, 
выделенный из семядоли проростка. Данное соче-
тание гормонов и их концентраций позволило 
инициировать небольшой прирост массы в виде 
светлых образований и у каллусов, полученных от 
других частей растения. 

Результаты проведенных исследований пока-
зали, что экспланты разных частей растения и вы-
деленные из них каллусы по-разному откликаются 
на гормональный состав питательной среды. По-
ложительный отклик на гормональную инициа-
цию роста клеток дал каллус, полученный из се-
мядоли проростка. Значимыми для образования 
первичного каллуса и его последующего роста 
оказались регуляторы роста с ауксиновой актив-
ностью − 2,4-Д, НУК, и с цитокининовой активно-
стью − БАП. 

ВЫВОДЫ 
1. Ауксин 2,4-Д присутствовал во всех вариан-

тах, дающих положительный результат в об-
разовании первичного каллуса, поэтому его 
можно отнести к каллусообразующему фак-
тору для большей части эксплантов копееч-
ника альпийского.  

2. Лучшим эксплантом для получения каллусной 
ткани являются семядоли проростка растения, 
полученного из семени интактного растения. 

3. Для получения первичного каллуса и даль-
нейшего его культивирования необходимо в 

Таблица 2. Влияние разного состава сред по гормональному фактору на рост каллусной ткани  
копеечника альпийского 

Каллусная ткань  
(штаммы) Среда 1 Среда 2 Среда 3 Среда 4 

Источник  
получения 

Число,  
шт. 

2,4-Д − 0,1 мг/л, 
кинетин − 0,1 мг/л, 
БАП – 2,0 мг/л, 
НУК- 2,0 мг/л 

ГК3 – 0,1 мг/л, 
кинетин − 0,1 мг/л, 
БАП − 2,0 мг/л, 
НУК − 2,0 мг/л 

2,4-Д − 1,0 мг/л, 
кинетин − 1,0 мг/л, 
НУК − 2,0 мг/л 

2,4-Д − 0,1 мг/л, 
БАП – 1,0 мг/л, 
НУК − 0,1 мг/л 

Листья 14 − ± − ± 

Корень 7 − − − ± 

Семядоли 4 + − − + 

Гипокотиль 3 − − − ± 

Стебель 12 − − − ± 

П р и м е ч а н и е : «−» − нет роста; «±» − рост слабый; «+» − рост хороший. 
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питательную среду вносить ауксины 2,4-Д 
(0,1 мг/л); НУК (0,1 мг/л) и цитокинин БАП 
(1,0 мг/л). 
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The use of plant tissues cultivated on artificial nutrient media as producers of biologically active substances based on their abil-
ity to synthesize biologically active compounds, characteristic of the whole plant. One of such medicinal plants is Hedysarum alpinum 
L. grass which is allocated xantonova glycoside mangiferin with high biological activity. In medicine use the herb Hedysarum for the 
production of the drug alpizarin.  

The purpose of this study was to obtain experimental data on the introduction into a sterile culture initiation of callus from na-
tive plants Hedysarum alpinum L.  

The task was to identify, based on the type of Explant and plant hormone. Have studied the effect of growth regulators auxin, 
cytokinin nature and gibberellins on the callusogenesis from different parts of the plant Hedysarum Alpine.  

It was found that to obtain the primary callus and its further cultivation is required in a nutrient medium to make the auxins 
2,4-D (0.1 mg/l); NAA (0.1 mg/l) and cytokinin BAP (1.0 mg/l). Best explants for obtaining callus tissue was cotyledons of seedling 
plants derived from the seed of intact plants. 

Key words: Sweetvetch Alpine, explant, callus, mangiferin. 
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