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Актуальность работы. Благодаря клональному микроразмножению стало возможно сохранять исчезающие лекарственные рас-
тения, создавая генетические банки in vitro. Полученные в кратчайшие сроки растения-регенеранты, генетически идентичные 
исходному интактному растению, могут рассматриваться как потенциальные источники вторичных метаболитов – ценных биоло-
гически активных веществ, широко применяемых в фармацевтической промышленности.  
Цель исследования – изучение влияния гормонального состава питательной среды на микроклональное размножение растений 
Dioscorea nipponica Makino, а также на процессы образования и локализации фенольных соединений в растениях-регенерантах, 
размноженных в условиях in vitro.   
Материал и методы. Объектом исследования служили интактные растения Dioscorea nipponica Makino и полученные на их ос-
нове микроклоны. Для индукции образования пазушных побегов, адвентивных почек и микроклубней первичные экспланты 
культивировали на питательной среде, содержащей минеральные соли по прописи Мурасига и Скуга, а также различные веще-
ства с цитокининовой и ауксиновой активностью, при температуре 24 °С и 16-часовом фотопериоде. Для укоренения микропо-
бегов использовали модифицированную среду, содержащую 1/2 нормы макросолей, 20 г/л сахарозы, 7 г/л агара, а также ИУК в 
концентрации 1 мг/л. Адаптацию растений проводили в контейнерах, содержащих проавтоклавированный субстрат. В спирто-
вых растительных экстрактах спектрофотометрическим методом определяли содержание суммы растворимых фенольных соеди-
нений (с реактивом Фолина–Дениса), флаванов (с ванилиновым реактивом) и флавонолов (с хлористым алюминием). Локализа-
цию полифенолов определяли гистохимическими методами (0,08%-ным раствором реактива Fast Blue, реакция с ванилиновым 
реактивом в парах соляной кислоты). 
Результаты. Получены микроклоны лекарственных растений, обладающие высокой биосинтетической способностью к образо-
ванию полифенолов (флаванов и флаванолов), которые характеризовались интенсивным ростом, формированием мощной био-
массы и адвентивных корней. Флаваны являлись мажорными компонентами фенольного комплекса растений-регенерантов.  
Выводы. В условиях in vitro сохраняется видоспецифичная способность к синтезу фенольных соединений. В образовании био-
флавоноидов наблюдается органоспецифичность, которая в менее выраженной степени сохраняется и в условиях in vitro. Выяв-
лено, что интенсивность окрашивания тканей микроклонов была несколько ниже, что согласуется с данными по количественно-
му содержанию в них полифенолов. Синтетические регуляторы роста с цитокининовой активностью (особенно препарат Дропп) 
оказывают яркое стимулирующее влияние не только на процесс клонального микроразмножения, но и на биосинтетическую ак-
тивность в отношении веществ фенольной природы. Биохимические данные находят подтверждение при гистохимических ис-
следованиях. 
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В настоящее время остро стоит проблема со-
хранения биоразнообразия растений. Клональное 
микроразмножение позволяет сохранять ценные 
лекарственные и исчезающие растения. Благодаря 
этому перспективному направлению биотехноло-
гии, создание генетических банков in vitro, дает 
возможность получать в кратчайшие сроки расте-
ния-регенеранты генетически идентичные ис-
ходному интактному растению, численность кото-
рого мала или находится на грани полного исчез-
новения. 

Кроме того, растения-регенеранты могут рас-
сматриваться как потенциальные источники вто-
ричных метаболитов − ценных биологически ак-
тивных веществ, широко применяемых в фарма-
цевтической промышленности. Культивируя диф-
ференцированные и дедифференцированные (кал-
лусные) клетки растений в строго контролируе-
мых условиях in vitro, но при определенных мо-
дификациях питательной среды и внешних усло-
вий выращивания, возможно добиться целевой 
направленности в продуцировании этими клетка-
ми определенных веществ вторичного метаболиз-
ма [1]. Экспериментально установлено, что не 
только каллусные культуры, но и микроклоны со-
храняют способность к синтезу вторичных соеди-
нений, в том числе и фенольной природы, которые 
характерны для интактных растений [2]. Данное 
физиологическое свойство является базовой осно-
вой для использования клеточных культур in vitro 
и микроклонов при проведении исследований в 
качестве модельных объектов [3]. 

Одной из перспективных и интересных куль-
тур для изучения вторичного метаболизма, как в 
интактном растении in vivo, так и в культуре in 
vitro является диоскорея ниппонская (Dioscorea 
nipponica Makino). Особенности вторичного мета-
болизма и способность к образованию веществ 
фенольной природы обуславливают широкое те-
рапевтическое действие экстрактивных веществ 
диоскореи [4]. Растение обладает противоопухо-
левым, иммуномодулирующим и дерматотониче-
ским действием, снижает содержание холестерина 
в крови, расширяет периферические сосуды, 
углубляет дыхание, улучшает проведение импуль-
сов к сердцу по блуждающему нерву [5]. 

Широкое применение полифенолов в фарма-
кологии основано на их способности к окислению 
с образованием хинных форм, что обуславливает 
их гепатопротекторные, нейрорегуляторные, ка-
пилляроукрепляющие, желчегонные и противо-

опухолевые свойства [6]. Однако данных об обра-
зовании фенольных соединений в растениях рода 
Dioscorea немного, а сложность физиолого-биохи-
мических процессов, происходящих в растениях 
диоскореи, в том числе и в условиях in vitro, оста-
ется еще недостаточно изученной.  

Ц е л ь  и с с л е д о в а н и я  − изучение 
влияния гормонального состава питательной сре-
ды на микроклональное размножение растений 
Dioscorea nipponica Makino, а также на процессы 
образования и локализации фенольных соедине-
ний в клетках и тканях микроклонаных растений, 
размноженных в условиях in vitro. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ  
Объектом исследования служили растения 

диоскореи ниппонской (Dioscorea nipponica 
Makino) произрастающие в природных условиях и 
пересаженные на участок редких и исчезающих 
растений Главного ботанического сада РАН 
(Москва). В качестве эксплантов использовали бо-
ковые и верхушечные почки, листовые пластинки, 
многолетние клубни и семена. 

Для индукции образования пазушных побе-
гов, адвентивных почек и микроклубней первич-
ные экспланты культивировали на питательной 
среде, содержащей минеральные соли по прописи 
Мурасига и Скуга, а также различные вещества с 
цитокининовой и ауксиновой активностью. В ка-
честве цитокининов изучали влияние БАП, 2iр, 
кинетина в концентрациях от 0,5 до 1,0 мг/л,  
а также препараты Дропп и Цитодеф в концентра-
циях 0,01−1,0 мг/л. Из веществ с ауксиновой ак-
тивностью исследовали влияние НУК (0,5−1,0 
мг/л), ИМК (1−7 мг/л) и ИУК (1−7 мг/л). Эксплан-
ты выращивали при температуре 24 °С и 16-часо-
вом фотопериоде. Для укоренения микропобегов 
использовали модифицированную среду Мурасиге 
и Скуга, содержащую 1/2 нормы макросолей,  
20 г/л сахарозы, 7 г/л агара, а также ИУК в кон-
центрации 1 мг/л. Адаптацию растений проводили 
в контейнерах, содержащих проавтоклавирован-
ный субстрат.  

Для извлечения фенольных соединений рас-
тительный материал измельчали, а затем подвер-
гали экстракции горячим 96%-ным этанолом. В 
экстрактах спектрофотометрическим методом 
определяли содержание суммы растворимых фе-
нольных соединений (с реактивом Фолина−Дени-
са), флаванов (с ванилиновым реактивом) и фла-
вонолов (с хлористым алюминием). Калибровоч-
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ные кривые для определения суммарного содер-
жания растворимых фенольных соединений и 
флаванов строили по (−)-эпикатехину, для опреде-
ления флавонолов − по рутину [7]. В таблицах 
представлены средние арифметические значения 
из трех биологических параллельных и их стан-
дартные отклонения. 

Для гистохимического анализа в качестве объ-
ектов исследования использовали листья, побеги, 
корни и клубни интактных растений, а также мик-
ропобеги и микроклубни, полученные in vitro. Рас-
тительный материал резали при помощи микрото-
ма-криостата, толщина среза составляла 25 мкм. 
Локализацию фенольных соединений определяли 
гистохимическими методами: на сумму фенольных 
соединений материал окрашивали 0,08%-ным рас-
твором реактива FastBlue 6 [8]; для изучения лока-
лизации флаванов (катехины и проантоцианидины) 
использовали реакцию с ванилиновым реактивом в 
парах соляной кислоты, а для лигнина – окрашива-
ние флорглюцином в серной кислоте. С целью со-
хранения внутриклеточного распределения фе-
нольных соединений, все реакции проводили в не-
полярных растворителях. Препараты просматрива-
ли с помощью светового микроскопа «KarlZiess». 

Исследования проводили в пяти биологиче-
ских и трех аналитических повторностях. Стати-
стическая обработка экспериментальных данных 
выполнена на основе методов математической 
статистики. На графиках представлены средние 
арифметические значения с доверительными ин-
тервалами на 5%-ном уровне значимости. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЯ 
Поскольку диоскорея ниппонская относится к 

ценным исчезающим видам и в природе имеет 
ограниченный ареал распространения [9], большое 
практическое значение приобретают работы по 
клональному микроразмножению, а также по изу-
чению фенольного метаболизма этих растений in 
vitro и in vivo.  

На первых этапах исследований необходимо 
установить особенности накопления соединений фе-
нольной природы (в частности, суммы растворимых 
фенольных соединений, флаванов и флавонолов) в 
различных органах интактных растений диоскореи.  

Известно, что все растения способны к био-
синтезу полифенолов, причем некоторые соедине-
ния простого строения, такие как фенилпропанои-
ды, имеют практически всеобщее распространение 

[10]. Однако исследователи отмечают, что биосин-
тез полифенолов в растениях происходит с разной 
интенсивностью и зависит от ряда взаимосвязан-
ных факторов, например, возраста исходного экс-
планта, типа первичного экспланта, условий вы-
ращивания интактного растения и др. [11]. Пока-
зано, что наиболее интенсивно биосинтез феноль-
ных соединений происходит в молодых активно 
вегетирующих органах [12]. 

В наших исследованиях установлено, что 
изучаемые первичные экспланты (побеги, одно-
летние корневища, многолетние корневища), изо-
лированные с интактных растений, обладают вы-
сокой способностью к синтезу полифенолов, где 
наибольшее их содержание отмечалось в корне-
вищах. Причем в многолетних корневищах сум-
марное содержание растворимых фенольных со-
единений вдвое выше по сравнению с содержани-
ем таковых в молодых (рис. 1). Аналогичные за-
кономерности характерны и для флаванов, высо-
кореакционных низкомолекулярных веществ, об-
ладающих антиоксидантными свойствами [13]. 
Содержание флавонолов отмечено только в побе-
гах. Это связано с тем, что в зеленых тканях рас-
тений флаванолы являются наиболее распростра-
ненными полифенолами, так как их биосинтез 
приурочен к хлоропластам [14, 15]. Полученные 
данные согласуются с результатами других иссле-
дователей по диоскорее кавказской (Dioscorea 
caucasia Lypsky) [16].  

 

 

Рис. 1. Содержание растворимых фенольных соединений в ин-
тактных растениях 
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Таким образом, установленные различия в 
накоплении фенольных соединений в разных ор-
ганах интактных растений диоскореи ниппонской, 
еще раз подтверждает, что биосинтез продуктов 
вторичного метаболизма характеризуется органо-
специфичностью [17]. 

В настоящее время для диоскореи ниппон-
ской большое практическое значение приобретает 
разработка технологий ее клонирования и получе-
ния каллусных и суспензионных культур in vitro. 
Это связано не только с целью сохранения исход-
ных форм в природных условиях, но и возможно-
стью их использования в качестве источников 
биологически активных веществ и лекарственных 
препаратов [18].  

Известно, что формообразовательные процес-
сы в условиях in vitro происходят при наличии в 
составе питательной среды биологически актив-
ных веществ, таких как регуляторы роста, амино-

кислоты, растительные экстракты и др. [19]. По-
мимо гормонального состава питательной среды 
процесс каллусогенеза и морфогенеза зависит от 
типа первичного экспланта. Так, в нашей работе 
каллусную ткань индуцировали из изолированных 
зародышей и сегментов клубней. Экспланты куль-
тивировали на питательной среде, содержащей 
минеральные соли по Мурасиге и Скуга, 1 г/л гид-
ролизат казеина, 1 г/л активированного угля, 0,2 
мг/л НУК, а также 1 мг/л БАП. В этих условиях 
каллусная ткань, полученная из изолированных 
зародышей, характеризовалась плотной конси-
стенцией, имела белый или светло-желтый цвет и 
обладала высокой пролиферативной активностью 
(рис. 2,б). Причем последующий перенос ее на пи-
тательные среды, содержащие низкие концентра-
ции гормонов (кинетин 0,1 мг/л), приводил к фор-
мированию микроклубней, из которых в дальней-
шем развивались растения-регенеранты (рис. 2,в) 

                                   . .  
                                                   а)                                           б)                                                              в) 

                                .   
                                                    г)                                          д)                                      е) 

                                         .         
                                                  ж)                                        з)                                                  и) 

Рис. 2. Внешний вид каллусных культур диоскореи ниппонской, полученных из семян (а−в), изолированных сегментов клубней (г−е) 
и микроклонов, полученных на питательной среде с добавлением Дропп (0,01 мг/л) (ж); формирование микроклубней в пазухе ли-
ста (з) и адаптированные растения к нестерильным условиям выращивания (и) 
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При использовании в качестве первичного 
экспланта изолированных сегментов клубней 
формирование каллусной ткани происходило, как 
правило, в местах поранения. Каллусная ткань 
имела среднюю консистенцию и состояла из гло-
булярных структур желтого и светло-зеленого 
цвета. Присутствие в составе питательной среды 
ауксина и цитокинина стимулировало более ин-
тенсивное каллусообразование, по сравнению со 
средой, содержащей один ауксин (рис. 2,г−е). 
Применение синтетических регуляторов роста, 
обладающих цитокининовой активностью − Дропп 
и Цитодеф, приводило к изменению морфофизио-
логических процессов, которые проявлялись в 
формировании каллусной ткани в основании пер-
вичного экспланта с одновременной регенерацией 
растений, индукции развития меристем и в фор-
мировании микроклубней de novo. (рис. 2,е) 

Экспериментально установлено, что для дио-
скореи ниппонской из всех изучаемых цитокини-
нов наибольшей стимулирующей активностью к 
индуцированию образования микроклубней и по-
бегов обладал препарат Дропп, с увеличением 
концентрации которого в питательной среде (с 
0,01 до 1,0 мг/л во всех вариантах) коэффициент 
размножения увеличивался, но при этом формиро-
вались мелкие клубни и небольшие по размеру 
побеги. В дальнейшем полученные микропобеги 
переносили на среду для укоренения. В качестве 
ауксинов в состав питательной среды добавляли 
ИУК или ИМК в концентрации 1−5 мг/л. В этих 
условиях культивирования, полученные микро-
клоны характеризовались интенсивным ростом и 
формированием мощной надземной биомассы. 
Причем наиболее благоприятным ауксином для 
микроразмножения являлась ИМК, в то время как 
ИУК проявила слабый эффект на изучаемый про-
цесс. Однако следует отметить, что на питатель-
ной среде с ИУК микропобеги были способны к 
укоренению и этот процесс наиболее интенсивно 
происходил при концентрации гормона 5 мг/л. В 
этих вариантах длина корневой системы была 
максимальной и составляла в среднем 2,7 см. Это 
в дальнейшем позволило микрорастениям успеш-
но пройти адаптацию к нестерильным условиям 
выращивания (рис. 2,ж−и). 

На последнем этапе исследований необходи-
мо было установить зависимость содержания био-
флаваноидов от типа исследуемой ткани [20].  Оно 
было больше в микроклубнях, по сравнению с по-
бегами микроклонов. Полученные данные полно-

стью согласуются с результатами работы с ин-
тактными растениями in vivo, а также с данными 
других исследователей [21]. Однако следует отме-
тить, что способность к синтезу вторичных соеди-
нений в микроклонах была ниже, чем у исходных 
тканей [22]. 

Отмеченное более низкое содержание био-
флавоноидов в микроклонах диоскореи, по срав-
нению с исходными тканями интактных растений, 
которое зависело и от гормонального состава пи-
тательной среды (рис. 3).  

 

Рис. 3. Влияние гормонального состава питательной среды на 
содержание растворимых фенольных соединений в микроклуб-
нях диоскореи ниппонской  

 
Вероятно, это связано еще и с тем, что в про-

цессе культивирования микропобегов в условиях 
in vitro наблюдается выделение полифенолов в пи-
тательную среду, что может приводить к их инги-
бирующему действию на ткани культивируемых 
эксплантов. Кроме того, многими авторами было 
показано, что присутствие в составе питательной 
среды различных регуляторов роста оказывает 
определенное влияние на способность изолиро-
ванных клеток in vitro к синтезу полифенолов [23]. 
Наши ранние исследования показали, что суще-
ственное стимулирование биосинтеза полифено-
лов наблюдается в микроклонах, полученных на 
питательных средах содержащих препарат Дропп 
в концентрации 0,01 мг/л [24]. Указанная ответная 
реакция клеток на состав питательной среды 
нашла подтверждение и в наших экспериментах с 
микроклонами диоскореи ниппонсокой. Именно в 
этих вариантах микроклоны обладали высокой 
биосинтетической способностью к образованию 
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полифенолов, а также характеризовались интен-
сивным ростом, формированием мощной биомас-
сы и адвентивных корней. Результаты согласуются 
с данными других исследователей, показавших, 
что клеточные культуры сохраняют способность к 
синтезу вторичных соединений, но в меньшей сте-
пени по сравнению с исходными формами [25]. 

Специфические гистохимические реакции по-
зволили обнаружить у растений-регенерантов дио-
скореи ниппонсокой растворимые фенольные со-

единения, представленные флаванами и флаванои-
дами в эпидермальных, паренхимных и проводящих 
тканях. Отмечалось формирование группы клеток с 
полифенолами, которые были приурочены к прово-
дящим тканям. Локализация полифенолов наблюда-
лась в клеточных стенках, межклетниках и в специа-
лизированных запасающих фенол эпибластах, в виде 
аморфного вещества или граннулированных вклю-
чений различной степени агрегации (рис. 4).  

  
                                               а)                                                                        б)                                                    в) 

Рис. 4. Локализация фенольных соединений в развивающейся микропочке на экспланте (а), в листке микроклона (б) и микроклуб-
нях диоскореи ниппонской (в). Увеличение 3,2х16  
 

 
В микроклубнях гистохимическая реакция на 

флаваны (с ванилиновым реактивом) совпадала с 
окрашиванием на сумму растворимых фенольных 
соединений (реакция с FastBlue), что согласуется и 
с биохимическими данными, где мажорными ком-
понентами фенольного комплекса являлись именно 
флаваны. Фенольные соединения локализовались в 
эпидермальных тканях (в клеточных стенках), а 
также в клетках паренхимы и в некоторых клетках 
первичной коры и центрального цилиндра. 

При проведении гистохимических исследова-
ний 7×20 локализации растворимых фенольных 
соединений в микроклонах прослеживалась тен-
денция, которая была характерна и для интактных 
растений. Однако интенсивность окрашивания 
была несколько ниже, что согласуется с данными 
по количественному содержанию полифенолов в 
микроклонах [26]. 

Следовательно, можно заключить что расте-
ния диоскореи ниппонской обладают высокой 
способностью к биосинтезу большего числа раз-
нообразных фенольных соединений, как простого 
строения, так и их полимерных форм, что несом-

ненно имеет важное практическое значение как 
потенциальный источник ценных биологически 
активных веществ для фарминдустрии. Причем в 
образовании биофлавоноидов наблюдается орга-
носпецифичность, которая, в менее выраженной 
степени, сохраняется и в условиях in vitro.  Синте-
тические регуляторы роста с цитокининовой ак-
тивностью (особенно препарат Дропп) оказывают 
яркое стимулирующее влияние не только на про-
цесс клонального микроразмножения, но и на био-
синтетическую активность в отношении веществ 
фенольной природы. Биохимические данные 
находят подтверждение при гистохимических ис-
следованиях. Данная локализация полифенолов в 
диоскорее, скорее всего, определяется их физио-
логическими функциями [27]. Если наличие поли-
фенолов в надземной части диоскореи играет роль 
медиаторов в физиолого-биохимических процес-
сах, а также определяет защиту растений от меха-
нических воздействий и патогенов [28], то раство-
римые фенольные соединения, находящиеся в 
корневищах, вероятно, играют роль запасных и 
физиологически активных веществ [29, 30]. 
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ВЫВОДЫ 
1. Из всех изучаемых цитокининов наибольшей 

стимулирующей активностью к индуцирова-
нию образования микроклонов обладает пре-
парат Дропп, с увеличением концентрации 
которого в питательной среде коэффициент 
размножения увеличивался. Микроклоны, 
полученные на питательных средах содержа-
щих препарат Дропп (0,01 мг/л) обладает вы-
сокой биосинтетической способностью к об-
разованию полифенолов, а также характери-
зовались интенсивным ростом, формировани-
ем мощной биомассы и адвентивных корней. 

2. В условиях in vitro сохраняется присущая ин-
тактным растениям диоскореи биосинтетиче-
ская способность к образованию различных 
классов полифенолов, но в менее выраженной 
степени, следовательно, можно судить об 
определенной конститутативности фенольно-
го метаболизма растений диоскореи. Воз-
можно, это связано с тем, что синтез многих 
вторичных соединений приурочен к специа-
лизированным дифференцированным тканям. 
Видимо, изменение внутренней организации 
тканей микроклонов в условиях in vitro влия-
ет на образование вторичных соединений.  

3. Сохранение высокой биосинтетической спо-
собности тканями исследуемых растений в 
условиях in vitro позволяет относить растения-
регенеранты не только к удобной модели для 
изучения вторичного метаболизма, но и к по-
тенциальным источникам ценных биологиче-
ски активных веществ для фарминдустрии [11].  
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Relevance of work. Thanks to clonal micro-reproduction, it became possible to preserve endangered medicinal plants by genetic banks in 
vitro. Obtained in the shortest possible time regenerative plants, genetically identical to the original intact plant, can be considered as potential 
sources of secondary metabolites-valuable biologically active substances widely used in the pharmaceutical industry. 
The aim of our study was to study the effect of the hormonal composition of the nutrient medium on the microclonal reproduction of plants 
Dioscorea nipponica Makino, as well as on the formation and localization of phenolic compounds in plant regenerants multiplied in vitro.   
Material and Methods. The object of the study was intact plants Dioscorea nipponica Makino and microclones derived from them. For 
the induction of the formation of axillary shoots, adventitious buds and microtubers primary explants were cultured on a nutrient me-
dium containing mineral salts according to the recipe of Murashige and Skoog and various substances with cytokinin and auxin activity 
at a temperature of 24 С and 16-hour photoperiod. For rooting micropolygon used a modified containing ½ norms macrosoma, 20 g/l 
sucrose, 7 g/l agar and IAA at a concentration of 1 mg/L. Adaptation of plants held in containers containing proantocianidinas sub-
strate. The content of soluble phenolic compounds (with Folin-Denis reagent), flavans (with vanillin reagent) and flavonols (with alu-
minum chloride) was determined by spectrophotometric method in alcohol plant extracts. Localization of polyphenols was determined 
by histochemical methods (0.08% fast Blue reagent raster, reaction with vanillin reagent in hydrochloric acid vapor). 
Results. The resulting microclone medicinal plants with a high biosynthetic capacity to the formation of polyphenols (flavanol and fla-
vanols), was characterized by intense growth, the formation of a powerful biomass and adventitious roots.  Flavans were major com-
ponents of the phenolic complex of regenerating plants.  
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Summary. The species-specific ability to synthesize phenolic compounds is preserved in vitro. And in the education of bioflavonoids 
observed organospecificity, which, in a less pronounced degree, is preserved in vitro. It was revealed that the intensity of staining of 
tissues of microclones was slightly lower, which is consistent with the data on the quantitative content of polyphenols in them. Syn-
thetic growth regulators with cytokinin activity (especially the drug Dropp), have a bright stimulating effect not only on the process of 
clonal micropropagation, but also on the biosynthetic activity against substances of phenolic nature.  Biochemical data are confirmed 
by histochemical studies. 

Key words: phenolic compounds, flavanes, flavanols, localization, Microclones, Dioscorea nipponica Makino. 
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