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Актуальность. Корни подсолнечника Heliantus annuus L. применяются при лечении моче- и желчнокаменной болезней. Заго-
товка корней подсолнечника для медицинских целей сопряжена с рядом проблем, из которых наиболее актуальны невозмож-
ность круглогодичного выращивания, отсутствие приспособлений и машин для сбора корней и загрязнение корней пестицида-
ми. В связи с этим представляет большой интерес получение культур генетически трансформированных (волосовидных) корней 
подсолнечника, способных расти на безгормональных питательных средах в виде изолированных культур.  
Цель работы. Создание волосовидных корней подсолнечника при помощи штаммов А4 и 15834 Agrobacterium rhizogenes, оценка 
параметров их роста при выращивании на твердых средах и анализ содержания в них водорастворимых сахаров и флавоноидов.  
Материал и методы. Объектом исследования служили волосовидные корни подсолнечника, полученные агробактериальной 
трансформацией семядольных эксплантов, выращенных в условиях in vitro. Содержание сахаров и флавоноидов измеряли спек-
трофотометрическим методом на основе спиртовых экстрактов.  
Результаты. Выявлена большая эффективность штамма А4 A. rhizogenes, чем штамма 15834 при агробактериальной трансфор-
мации семядольных эксплантов подсолнечника. Содержание водорастворимых сахаров в культуре волосовидных корней, полу-
ченных при помощи штамма 15834 A. rhizogenes более чем в 2 раза превысило таковое в волосовидных корнях, полученных при 
помощи штамма А4 A. rhizogenes. Корни подсолнечника, выращенные в естественных условиях, содержали меньше водораство-
римых сахаров, чем оба варианта волосовидных корней. Суммарное содержание флавоноидов в культурах волосовидных кор-
ней подсолнечника, полученных при помощи штаммов А4 и 15834 A. rhizogenes достоверно не различалось, но в среднем было 
в 2,7 раза больше, чем в нативных корнях подсолнечника. 
Выводы. Получены волосовидные корни подсолнечника путем прямой агробактериальной трансформации семядольных экс-
плантов в условиях in vitro. Волосовидные корни характеризуются неограниченным ростом на безгормональной питательной 
среде и более высоким содержанием водорастворимых сахаров по сравнению с нативными корнями растений. 
Ключевые слова: Heliantus annuus, подсолнечник, волосовидные корни, генетически трансформированные корни, бородатые 
корни, Agrobacterium rhizogenes, водорастворимые сахара, флавоноиды. 
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Helianthus annuus L. − однолетнее травяни-
стое растение высотой от 0,7 до 4 м, имеющее 
главный стебель и главный корень [1], проникаю-
щий в почву на глубину до 4 м, с боковыми кор-
нями, распространяющимися в стороны до 120 см. 
В настоящее время на территории стран бывшего 
СССР подсолнечник стал основной масличной 

культурой [2]. В пищу и в лечебных целях исполь-
зуют свежие и высушенные семена, листья, крае-
вые цветки, корни [3, 4]. Семена подсолнечника 
содержат большое количество масла (до 45%), в 
состав которого входят преимущественно глице-
риды ненасыщенных жирных кислот (до 47% ли-
нолевой, до 39% олеиновой, а также пальмитино-
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вой, стеариновой, арахидоновой, лигноцериновой 
кислот), фосфолипиды, витамин Е, каротиноиды, 
витаминоподобные вещества: холин, 13‒20% бел-
ковые вещества, 24‒27% углеводов, около 2% фи-
тина, полифенольные соединения: дубильные ве-
щества, фенолокислоты, органические кислоты 
(лимонная и винная). В листьях обнаружены: ви-
тамины (каротиноиды ‒ свыше 100 мг%), флаво-
ноиды (кверциметрин и др.), кумарины (скопо-
лин), стерины (ситостерин), сапонины (гликозид 
эхиноцистовой кислоты), органические кислоты 
(янтарная, фумаровая, лимонная), углеводы (пек-
тиновые вещества и др.), минеральные вещества. 
В лепестках идентифицированы: витамины (каро-
тиноиды криптоксантин, тараксантин, β-каротин), 
витаминоподобные соединения (холин, бетаин), 
полифенольные соединения (гликозид кверцимет-
рин и др., антоцианидины, фенолокислоты (хлоро-
геновая, неохлорогеновая, кофейная), полисахари-
ды (гемицеллюлоза В и др.), органические кисло-
ты, стерины, сапонины (гликозид эхиноцистовой 
кислоты), спирт орнидиол) [5]. 

Данные о химическом составе корней подсол-
нечника немногочисленны. Например, в исследова-
нии Карпенко с соавт. [6] из корней подсолнечника 
выделены полисахариды (общий выход в пределах 
10,31±0,20%): водорастворимые полисахариды 
(ВРПС – 0,81%), пектиновые вещества (ПВ ‒ 2,5%), 
гемицеллюлозы (ГЦ) – А (5,13%) и Б (1,61%). Со-
держание инулина в корнях подсолнечника соста-
вило от 5,49 до 6,17%. Корни подсолнечника также 
содержали дубильные веществ в пределах 11,19± 
±0,22%. Результаты анализов минерального состава 
показали, что в состав корней подсолнечника вхо-
дит значительное количество минеральных элемен-
тов в комплексе с другими биологически активны-
ми веществами [6]. Также установлено наличие 19 
жизненно необходимых элементов. Преобладали 
макроэлементы: калий, кальций, магний, фосфор. 
Среди микроэлементов высоким содержанием от-
личились барий, марганец, железо, кремний [7]. 

Корни подсолнечника часто рассматриваются 
как лечебное средство от моче- и желчнокаменной 
болезней. Мочекаменная болезнь – заболевание, 
проявляющееся образованием камней в почках, 
мочеточнике или мочевом пузыре. Другие назва-
ния: уролитиаз, нефролитиаз, почечнокаменная 
болезнь [8]. Проблема лечения и профилактики 
камнеобразования, несмотря на широкое внедре-
ние в клиническую практику новых методов раз-
рушения и удаления мочевых конкрементов, оста-

ется чрезвычайно актуальной. Изучение литолиза 
(расщепления) мочевых камней является важным, 
так как может уберечь больных от хирургического 
вмешательства или уменьшить количество проце-
дур литотрипсии, тем самым предоставляя возмож-
ность избежать осложнений, связанных с повре-
ждением тканей почек, рецидива уролитиаза, а 
также развития острого пиелонефрита. В связи с 
этим в традиционной медицине нередко прибегают 
к использованию растительных средств, обладаю-
щих литолитической активностью и снижающих 
частоту рецидивов образования уролитов, не ока-
зывая при этом каких-либо побочных действий.  

В отечественной и зарубежной медицинской 
науке осуществляется активный поиск и подбор 
растительных средств и компонентов, обладаю-
щих такими свойствами. В народной медицине 
важная роль в качестве лечебного средства как от 
мочекаменной, так и от желчнокаменной болезни 
отводится корням подсолнечника однолетнего. 
Антимикробное, противовоспалительное, болеуто-
ляющее и антиоксидантное свойства разных веге-
тативных частей, в том числе и корней подсолнеч-
ника, неоднократно клинически и фармакологиче-
ски доказаны [9–11]. Например, имеются сведе-
ния, что отвар корней подсолнечника снижает в 
организме содержание уратов, оксалатов, моче-
кислого аммония и трипельфосфатов и может 
применяться для лечения подагры и мочекаменной 
болезни [12]. 

Однако при получении сырья корней подсол-
нечника в лечебных целях имеется ряд проблем. 
Так, при промышленном возделывании подсол-
нечника используется много различных пестици-
дов, поэтому его корни, собранные на поле, могут 
быть непригодны для лечебного применения. Сбор 
корней подсолнечника на сегодняшний день в 
промышленных масштабах не ведется, это в ос-
новном ручной труд, что делает данное лекар-
ственное средство относительно труднодоступ-
ным, поэтому в продажу часто поступают стебли 
подсолнечника, не обладающие необходимым те-
рапевтическим эффектом. В связи с этим пред-
ставляет интерес получение культур волосовид-
ных (бородатых) корней подсолнечника, способ-
ных расти на безгормональных питательных сре-
дах отдельно от побега в специальных ферменте-
рах или биореакторах [13]. Культуры волосовид-
ных корней подсолнечника, вероятнее всего, не 
смогут стать экономически более выгодной аль-
тернативой обычным корням этого растения. Од-



Фармацевтическая химия 

ВОПРОСЫ БИОЛОГИЧЕСКОЙ, МЕДИЦИНСКОЙ И ФАРМАЦЕВТИЧЕСКОЙ ХИМИИ, №9, т.23, 2020 11 

нако при выращивании волосовидных корней в 
биореакторах можно быстро и легко менять усло-
вия для увеличения содержания тех или иных хо-
зяйственно-ценных компонентов корней. Также 
разрабатываемая технология генетической транс-
формации подсолнечника и получения волосовид-
ных корней может стать основой для протоколов 
создания трансгенных форм этой культуры.  

Ц е л ь  р а б о т ы – создание волосовид-
ных корней подсолнечника при помощи штаммов 
А4 и 15834 Agrobacterium rhizogenes, оценка пара-
метров их роста при выращивании на твердых пи-
тательных средах и сравнительный анализ содер-
жания в них сахаров и флавоноидов. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 
Волосовидные корни H. annuus получали пу-

тем агробактериальной трансформации семядоль-
ных эксплантов, выращенных в условиях in vitro. 
Для получения культуры in vitro неочищенные се-
мянки H. annuus перед посевом промывали в про-
точной воде. Семянки стерилизовали в течение  
1 мин в 70%-ном этиловом спирте, затем в течение 
10 мин в 5%-ном гипохлорите натрия (NaClO) с до-
бавлением 0,5%-ного Tween 20, далее выдерживали 
их в 0,3%-ной Н2О2 в течение 15 мин. После этапа 
стерилизации семянки пять раз промывали стериль-
ной дистиллированной водой. Высаживали сте-
рильные семянки по 6 штук на чашку Петри с ага-
ризованной средой Мурасиге−Скуга (МС) и прово-
дили стратификацию при 4 °С в течение 2 сут. Под-
солнечник выращивали при температуре 25 °С, фо-
топериоде (освещение/темнота) 16/8 ч и плотности 
потока фотонов 50 мкмоль м−2с−1, обеспечиваемых 
ростовыми флуоресцентными лампами Fluora. 

Трансформацию семядольных эксплантов про-
водили через 6–7 дней после посева семянок на 
среду МС. Для трансформации использовали штам-
мы A. rhizogenes А4 и 15834, которые предвари-
тельно культивировались в жидкой среде LB (Lyso-
geny Broth) с добавлением 100 мг/л рифампицина в 
течение суток (штаммы А4 и 15834 A. rhizogenes 
обладают устойчивостью к рифампицину). Затем 
культуры агробактерий центрифугировали при  
4 тыс. об/мин в течение 10 мин при температуре  
18 °С, осадок растворяли в 20 мл жидкой среды МС 
с добавлением 100 мкМ ацетосирингона. Сус-
пензию агробактерий культивировали на орбиталь-
ном шейкере в течение получаса, после чего про-
водили инокуляцию семядольных эксплантов под-
солнечника. Для получения эксплантов исполь-

зовали 12 семядолей проростков. Каждую семядолю 
разрезали поперек на две части. Каждый из экс-
плантов по центральной жилке несколько раз ука-
лывали иглой инсулинового шприца, обмакиваемой 
в агробактериальную суспензию (инокулюм). Затем 
экспланты, нижней стороной листа вверх, погру-
жали в чашку Петри, содержащую 10 мл жидкой 
среды МС с добавлением 4 мл инокулюма. Чашки 
Петри с эксплантами аккуратно перемешивали в 
течение получаса, не допуская попадания агробак-
терий на нижнюю сторону листа. Экспланты подсу-
шивали на стерильной фильтровальной бумаге и в 
течение 2 сут сокультивировали с агробактериями 
на твердой среде МС, без добавления антибиотиков. 
После этого экспланты пересаживали на среду МС, 
содержащую дополнительно 200 мг/л аугментина 
для элиминации агробактерий. После появления 
волосовидных корней каждый из них (в среднем 
длиной 1,5 см) пересаживали в отдельную чашку 
без содержания антибиотика. Для оценки парамет-
ров роста волосовидных корней в течение 3–4 не-
дель измеряли длину длинного корня. Чашки содер-
жали при температуре 26 °С и плотности потока 
фотонов 50 мкмоль м−2 с−1.  

Полученные линии культуры волосовидных 
корней подсолнечника однолетнего измельчали в 
ступке до получения сухого порошка. Для 
выделения ДНК использовали стандартный метод 
CTAB. Для подтверждения успешной агро-
бактериальной трансформации семядольных экс-
плантов подсолнечника проводили ПЦР-анализ на 
наличие гена rolB. Для этого буфер Taq-поли-
меразы, dNTP и растворы праймеров предвари-
тельно размораживали и ресуспендировали на 
вортексе; ПЦР-анализ проводили в 30 мкл. В 
эппендорфы на 0,6 мл добавляли следующие 
компоненты: буфер Taq-полимеразы (10×) – 3 мкл; 
dNTP (10×) – 3 мкл; прямой праймер (10 ое/мл) –  
1 мкл; обратный праймер (10 ое/мл) – 1 мкл; об-
разец ДНК – 1 мкл; Taq-полимераза – 1 мкл; вода 
mQ – 20 мкл. В качестве положительного конт-
роля амплификации (К+) использовали тотальную 
ДНК А. rhizogenes, а отрицательный контроль (К−) 
содержал все компоненты реакционного раствора, 
кроме исследуемой ДНК. 

Полимеразную цепную реакцию проводили со 
специфическими к участкам гена rolB праймерами 
5′-AGGTCTGGCTCCGGTGA-3′, 5′-GTTCATTCA-
CCTGCTGGAGT-3 и 5′-GCGACAACGATTCA-
ACCATATCG-3′, 5′-TTTACTGCAGCAGGCTTCA-
TGAC-3′ [19]. После завершения ПЦР продукты 
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реакции детектировали с помощью агарозного гель-
электрофореза. 

Содержание водорастворимых сахаров (ВРС) 
и флавоноидов определяли спектрофотометричес-
ким методом [15, 16]. Полученные корни высуши-
вали до постоянной массы при 80 °С. Растирали  
10 мг растительного материала и помещали в эп-
пендорф, добавляли 1 мл 80%-ного этилового спир-
та и нагревали при 80 °С 45 мин. Затем проводили 
центрифугирование при 13,5 тыс. об/мин 10 мин. 
После центрифугирования 800 мкл супернатанта 
переносили в чистый эппендорф. Далее выпаривали 
спирт при 80 °С на твердотельном термостате «Тер-
мит», после чего добавляли 1 мл дистиллированной 
воды и оставляли на одни сутки при комнатной 
температуре. По истечении суток центрифугиро-
вали при 13,5 тыс. об/мин 10 мин. Затем отбирали 
100 мкл экстракта в пробирки для дальнейшего 
определения сахаров. В каждую пробирку 
добавляли 0,5 мл фенола (4%) + 2,5 мл H2SO4 
(конц.). Пробирки погружали на 5 мин в холодную 
воду и измеряли оптическую плотность анализи-
руемого образца на спектрофотометре при длине 
волны 490±2 нм. В качестве раствора сравнения 
использовали раствор, содержащий 0,5 мл фенола 
(4%) + 2,5 мл H2SO4 (конц.) (без воды). Чтобы 
построить калибровочный график брали раствор 
сахарозы (1 мг/мл): 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50 мкл. 

Для анализа содержания флавоноидов полу-
ченные линии культур волосовидных корней под-
солнечника также высушивали и измельчали в ступ-
ке до порошкообразного состояния; 50 мг сухого 
растительного материала заливали 2 мл 80%-ного 
этанола, далее проводили экстракцию на ультра-
звуковой бане в течение 20 мин. Затем отбирали  
2 мл экстракта и центрифугировали 5 мин при 14 
тыс. об/мин. К 300 мкл экстракта или стандартного 
раствора кверцетина (20, 40, 60, 80, 100 мг/л) 
добавляли 1500 мкл дистиллированной воды, затем 
100 мкл 5%-ного NaNO2, а через 5 мин – 100 мкл 
10%-ного AlCl3 и через 6 мин – 650 мкл 1 М NaOH. 
Доводили объем дистиллированной водой до 3 мл и 
перемешивали. Оптическую плотность анализируе-
мого образца измеряли на спектрофотометре при 
длине волны 510±2 нм. В качестве раствора 
сравнения использовали смесь без добавления 
экстракта. Результаты выражали в миллиграммах 
эквивалента кверцетина (CE) на 100 г сухой массы. 
Статистическую обработку результатов измерений 
осуществляли в программе Microsoft Excel. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
На семядольных эксплантах подсолнечника 

волосовидные корни начинали появляться через 11 
дней после инокуляции агробактериями (рис. 1).  

Эффективность трансформации семядольных 
эксплантов H. annuus составила 93% при использо-
вании штамма А4 и 78% – при использовании 
штамма 15834. Известно, что наблюдения за интен-
сивностью роста корней, появившихся на различ-
ных эксплантах, позволяют отбирать наиболее ин-
тенсивно растущие линии корневой культуры для 
их последующего культивирования [14]. Таким об-
разом, успешность получения волосовидных корней 
зависела от используемого для трансформации 
штамма агробактерий, причем корни, полученные 
после трансформаци A. rhizogenes штаммом А4, бы-
ли более разветвленные («косматые») и новые воло-
совидные корни на семядольных эксплантах про-
должали формироваться в течение как минимум 
двух-трех месяцев, тогда как после трансформации 
штаммом 15834 новые корни продолжали образо-
вываться только в течение первого месяца.  

Для корневых культур, полученных обоими 
типами штаммов, помимо плагиотропного роста 
корней, было характерно их быстрое ветвление на 
фоне не столь хорошо выраженного апикального 
роста кончиков корней, что приводило к очень 
плотному переплетению образующихся боковых 
корней. В результате к концу четвертой недели 
культуры волосовидных корней представляли со-
бой переплетенные между собой разветвленные 
корни (рис. 1, 3–4). 

Выявлено два основных морфотипа волосо-
видных корней подсолнечника, полученных в экс-
периментах со штаммами А4 и 15834 (рис. 2). 

Первый морфотип, чаще встречающийся у 
линий, полученных при помощи штамма А4, ха-
рактеризовался более толстыми и темными корня-
ми с большим количеством коротких, растущих 
вертикально вверх «пушистых» корешков, имею-
щих потемневший кончик и иногда останавлива-
ющихся в росте через месяц культивирования на 
жидкой среде МС (рис. 2, 2). Второй морфотип 
образовывался чаще на эксплантах, трансформи-
рованных штаммом 15834; он отличался от перво-
го меньшей толщиной корней, отсутствием по-
темнения кончиков корней, замедление их роста 
не фиксировалось ни у одной линии, по крайней 
мере, через один месяц после отделения от мате-
ринского экспланта (рис. 2, 1). 
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Рис. 1. Получение волосовидных корней H. annuus: 1 и 2 – экспланты семядольных листьев через 11 дней после трансформации 
штаммами А4 A. rhizogenes и15834 A. Rhizogenes соответственно; 3 и 4 – волосовидные корни через три недели после трансформа-
ции штаммами А4 A. rhizogenes и 15834 A. rhizogenes соответственно; 5 – регенеранты подсолнечника, выращенные из культур во-
лосовидных корней in vitro (длина отрезков 1 см) 

 

Рис. 2. Культуры волосовидных корней H. annuus: 1 – волосовидные корни, образованные после трансформации штаммом 15834;  
2 – волосовидные корни, образованные после трансформации штаммом А4 (длина отрезков 1 см) 

 

 
Рис. 3. Темпы роста в длину волосовидных корней H. annuus 
на твердой питательной среде МС 

За три недели на твердой среде длина корней, 
полученных при помощи штамма А4, в среднем 
увеличивалась на 17,6±0,88 см, длина корней, по-
лученных при помощи штамма 15834, – на 
17,9±0,894 см. Таким образом, статистически до-
стоверных различий между двумя штаммами по 
данному параметру не наблюдалось (рис. 3).  

Тем не менее в случае со штаммом 15834 у от-
дельных корней наблюдался более интенсивный 
рост. И к тому же, в случае использования этого 
штамма не фиксировалось замедление роста воло-
совидных корней, по крайней мере, в течение одно-
го месяца культивирования на твердой среде МС.  
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Нельзя исключать того, что на семядольных 
эксплантах подсолнечника образуются не генетиче-
ски трансформированные, а адвентивные корни. 
Поэтому были проведены исследования по выявле-
нию естественного ризогенеза на семядольных экс-
плантах подсолнечника в условиях in vitro. Показа-
но, что адвентивные корни на семядолях подсол-
нечника образуются спонтанно даже без использо-
вания агробактерий. Эти адвентивные корни также 
выращивались изолированно на жидкой среде МС, 
однако полученные без агробактерий культуры ад-
вентивных корней подсолнечника темнели и пол-
ностью прекращали свой рост уже через 2–3 недели 
культивирования. То есть культуры нетрансформи-
рованных корней подсолнечника не обладали спо-
собностью к неограниченному росту на безгормо-
нальной среде, в отличие от волосовидных корней. 

В связи с тем, что подсолнечник однолетний 
характеризуется повышенной частотой спонтанно-
го ризогенеза на семядольных эксплантах, адвен-
тивные корни могут образовываться и без приме-
нения метода агробактериальной трансформации. 
Вследствие этого фенотипическое определение ис-
тинных культур волосовидных корней среди адвен-
тивных становится затруднительным [17]. Для под-
тверждения успешной агробактериальной транс-
формации корневых культур подсолнечника одно-
летнего проведен ПЦР-анализ на наличие гена rolB 
A. rhizogenes. При этом было использовано три ли-
нии предположительно волосовидных корней под-
солнечника однолетнего, трансформированных 
штаммом 15834, и три линии, трансформированных 
штаммом А4. В результате ПЦР ген rolB обнаружен 
у линий 15834(1) и 15834(3), а также в линиях 
А4(4) и А4(5), что свидетельствует о том, что полу-
ченные корневые культуры подсолнечника одно-
летнего являются генетически трансформирован-
ными, то есть волосовидными (рис. 4). 

В дальнейшем линии культур волосовидных 
корней подсолнечника однолетнего, полученные в 
эксперименте со штаммами 15834 и А4 A. rhizoge-
nes, высушивали и измельчали для оценки их био-
химических показателей по содержанию ВРС и 
флавоноидов.  

Внимание исследователей к вопросу изучения 
структуры, химического состава и свойств расти-
тельных полисахаридов в первую очередь вызвано 
широким спектром биологической активности 
данных соединений. Полисахариды растений ока-
зывают положительное влияние на эндокринную и 
иммунную системы, снижают риски заболеваний 

сердечно-сосудистой системы, проявляют антико-
агулянтные свойства, препятствуя образованию 
тромбов, выводят из организма соли тяжелых ме-
таллов и способствуют нормализации кишечной 
микрофлоры. Все это обусловливает немалый ин-
терес к изучению полисахаридного состава лекар-
ственных растений [7].  

Данные о химическом составе корней под-
солнечника однолетнего (H. аnnuus) весьма не-
многочисленны. В работе Пшуковой с соавт. [7] 
определен общий выход полисахаридов в корнях 
подсолнечника однолетнего (10,31+0,20% от воз-
душно-сухого сырья), содержание водораствори-
мых полисахаридов составило 0,81%. Содержание 
инулина, известного своей выраженной биологи-
ческой активностью, в корнях подсолнечника од-
нолетнего составило 5,49–6,17%. 

В исследовании, проведенном фенол-серно-
кислотным методом [15] определено общее со-
держание ВРС в 10 изолированных культурах во-
лосовидных корней подсолнечника однолетнего, 
трансформированного с помощью штаммов 15834 
и А4, а также в нативных корнях подсолнечника, 
выращенных в естественных условиях (табл. 1).  

Волосовидные корни подсолнечника одно-
летнего, трансформированные агробактериальным 
штаммом 15834, характеризовались наиболее вы-
соким содержанием ВРС (табл. 1). Так, содержа-
ние ВРС в линиях штамма 15834 в среднем соста-
вило 91,5±0,8 мкг/мг сух. массы (рис. 5), что зна-
чительно превысило таковые в других исследо-
ванных корневых культурах. 

 

Рис. 4. Результаты ПЦР-анализа волосовидных корней подсол-
нечника на ген rolВ: 1–3 – линии волосовидных корней 15834 
(1–3); 4–6 – линии волосовидных корней А4 (1–3); К+ – ДНК 
A. rhizogenes; К- – отрицательный контроль ПЦР 
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Таблица 1. Содержание водорастворимых сахаров в культуре волосовидных корней,  
полученных разными штаммами А. rhizogenes (мкг/мг сух. массы) 

Число проб Нативные корни подсолнечника Волосовидные корни  
линии А4 

Волосовидные корни  
линии 15834 

1 29 43 95 

2 32,2 35,1 93 

3 15,3 69,1 92 

4 24 45 88 

5 24,3 33,6 91 

6 14 43,3 95,3 

7 19,2 51,2 91,2 

8 32,3 53,2 94 

9 27,3 36 93,4 

10 31 47,1 82 

Среднее 24,86±3,9 45,66±0,93 91,5±0,8 

 
 
Наибольшим содержанием сахаров характе-

ризовались линии 15834(1), 15834(6) и 15834(8), в 
то время как линия 15834(10) уступала в данном 
параметре (82 мкг/мг сух. массы). 

В целом содержание сахаров в остальных ли-
ниях волосовидных корней, трансформированных 
при помощи штамма 15834, варьировало незначи-
тельно. Содержание ВРС в линиях штамма А4 в 
среднем составило 45,66±0,93 мкг/мг сухой массы. 
Содержание ВРС в разных линиях штамма А4 бы-
ло подвержено значительной динамике (табл. 1).  

Полученные данные свидетельствуют о том, 
что накопление ВРС в культуре волосовидных 
корней штамма 15834 происходило наиболее ин-
тенсивно: среднее содержание ВРС сахаров линий 
штамма 15834 (91,5±0,8 мкг/мг сух. массы) в более 
чем в 2 раза превысило содержание ВРС в культу-
рах волосовидных корней штамма А. rhizogenes А4 
(45,66±4,2 мкг/мг сух. массы).   

Согласно полученным данным, содержание 
ВРС в нативных корнях подсолнечника составило 
в среднем 24,86±3,9 мкг/мг сух. массы, из чего 
следует, что общее содержание ВРС в культурах 
волосовидных корней, выращенных в лаборатор-
ных условиях, значительно превысило таковое в 

корнях интактного подсолнечника, полученного в 
естественных условиях. 

Особый интерес в данной работе представля-
ло определение суммы флавоноидов в корнях под-
солнечника однолетнего, полученного разными 
способами. Наблюдаемый всплеск интереса к те-
рапевтическому потенциалу лекарственных расте-
ний может быть обусловлен фенольными соеди-
нениями, в частности, флавоноидами [18], обла-
дающими широким спектром биологической ак-
тивности [19]. 

В подсолнечнике однолетнем, согласно лите-
ратурным данным, идентифицировано порядка 10 
фенольных соединений, среди которых мажорными 
соединениями явились высокомолекулярные поли-
фенолы (23,58% от общего содержания фенольных 
соединений). В связи с тем, что корни подсолнеч-
ника однолетнего обладают высокой биологиче-
ской активностью, данное растение перспективно в 
качестве исходного лекарственного сырья [17]. 

В результате исследований определена сумма 
флавоноидов в культуре волосовидных корней 
подсолнечника однолетнего, полученного при по-
мощи штаммов А. rhizogenes 15834 и А4, а также в 
корнях нативного растения (табл. 2). 
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Таблица 2. Сумма флавоноидов в культуре волосовидных корней,  
полученных разными штаммами А. rhizogenes (мг экв. кверцетина СE/100 г сух. массы) 

Число проб Нативные корни подсолнечника Волосовидные корни  
линии А4 

Волосовидные корни  
линии 15834 

1 10,8 32,5 52,8 

2 13,6 53,1 43,6 

3 14,9  30,9 50,4 

4 12,9 41,3 36 

5 8,92 54,1 34,8 

6 15 29 35,6 

7 13,6 36,3 29,6 

8 12,8 35,8 37,6 

Среднее 12,8±1,4 40,05±1,9 39,1 мг±2,7 

 
 
Согласно полученным данным, культуры во-

лосовидных корней подсолнечника однолетнего, 
полученные с помощью А. rhizogenes штамма А4, 
характеризовались наибольшим содержанием фла-
воноидов. Так, суммарное содержание флавонои-
дов в пересчете на кверцетин составило в среднем 
40,05±1,9 мг/100 г сух. массы (табл. 2). Содержа-
ние флавоноидов в культурах волосовидных кор-
ней подсолнечника однолетнего, полученных при 
помощи штамма 15834 А. rhizogenes, в пересчете 
на кверцетин составило 39,1±2,7 мг/100 г сух. мас-
сы. Таким образом, статистически достоверных 
различий между двумя штаммами по данному па-
раметру не выявлялось. В результате проведенных 
исследований установлено суммарное содержание 
флавоноидов в корнях подсолнечника однолетне-
го, выращенного в диких условиях. Оно составило 
12,8±1,4 мг экв. кверцетина на 100 г сух. массы, 
что значительно ниже суммы флавоноидов в куль-
турах волосовидных корней подсолнечника.  

Полученные культуры волосовидных корней 
подсолнечника однолетнего характеризовались 
более высоким содержанием флавоноидов, чем 
нативные корни подсолнечника. Предполагается, 
что подобный эффект усиления биосинтеза ве-
ществ вторичного метаболизма в трансформиро-
ванных волосовидных корнях обусловлен экс-
прессией rol-генов A. rhizogenes. Продукты генов 
rolB и rolC способны оказывать значительное вли-

яние на биосинтез вторичных метаболитов, что 
позволяет получать культуры волосовидных кор-
ней с высоким уровнем синтеза того или иного со-
единения [20]. Результаты исследования свиде-
тельствуют о том, что волосовидные корни, полу-
ченные с помощью A. rhizogenes, являются устой-
чивыми системами, способными не только сохра-
нять биосинтез вторичных метаболитов, но и под-
держивать его на более высоком уровне, чем при 
выращивании подсолнечника в культуре. 

ВЫВОДЫ 
1. Получены стерильные проростки подсолнеч-

ника и трансформированы их семядольные 
листья двумя разными штаммами A. rhizo-
genes с эффективностью 93% при использо-
вании штамма А4 и 78% – при использовании 
штамма 15834. Полученные после агробакте-
риальной трансформации культуры изолиро-
ванных корней характеризовались способно-
стью к неограниченному росту на безгормо-
нальной среде. 

2. Особого внимания заслуживают линии кор-
ней А4, характеризовавшиеся наиболее быст-
рым ростом на твердой питательной среде, а 
также линия 15834(1), отличавшаяся наибо-
лее стремительным ростом среди всех про-
анализированных культур корней. Однако для 
практического применения представленной 
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разработки необходимо провести анализ ка-
чественного состава ВРС и флавоноидов в 
полученных линиях корней при выращивании 
в питательных средах различного состава, по-
скольку изменение концентрации других 
компонентов среды, помимо сахарозы, также 
может влиять на рост корней и продукцию 
вторичных метаболитов.  

3. В литературе имеются сведения, что лечеб-
ным эффектом при моче- и желчнокаменных 
болезнях в корнях подсолнечника обладают, 
прежде всего, алкалоиды и органические кис-
лоты. Пока точно неизвестно, насколько бу-
дет изменяться состав этих соединений в во-
лосовидных корнях, по сравнению с обычны-
ми (нативными) корнями. В связи с этим 
необходимо отметить, что полученные воло-
совидные корни подсолнечника могут быть 
предложены для биотехнологического произ-
водства только после анализа содержания в 
них алкалоидов и органических кислот. 

Работа выполнена в рамках государственно-
го задания № AAAA-A19-119021190011-0, а также 
при финансовой поддержке гранта Президента 
РФ для молодых российских ученых – докторов 
наук МД-2304.2020.4. 
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Relevance. Sunflower Heliantus annuus L. roots are used in the treatment of urolithiasis and cholelithiasis. Harvesting of sunflower 
roots for medical purposes is fraught with a number of problems, of which the impossibility of year-round cultivation, the absence of 
devices and machines for collecting roots, and contamination of roots with pesticides are most relevant. In this regard, it is of great in-
terest to obtain hairy roots of sunflower that can grow on hormone-free nutrient media in isolated cultures.  
The aim of our work was to create hairy roots of sunflower using strains A4 and 15834 of Agrobacterium rhizogenes, evaluate their 
growth parameters when grown on solid media, and analyze their content of water-soluble sugars and flavonoids.  
Material and methods. The study revealed greater efficiency of strain A4 than strain 15834 for Agrobacterium-mediated transfor-
mation of sunflower cotyledon explants. The content of sugars and flavonoids was measured spectrophotometrically using alcohol ex-
tracts. 
Results. The content of water-soluble sugars in the hairy root culture obtained using strain 15834 of A. rhizogenes was more than 2 
times higher than that in the hairy roots obtained using strain A4 of A. rhizogenes. Naturally grown sunflower roots contained fewer 
water-soluble sugars than hairy roots. The total content of flavonoids in sunflower hairy root cultures obtained using strains A4 and 
15834 of A. rhizogenes did not differ significantly, but on average it was 2.7 times higher than in native sunflower roots. 
Conclusion. The hairy roots of sunflower were obtained by agrobacterial transformation of cotyledon explants in vitro. The resulting 
hairy roots are characterized by unrestricted growth on hormone-free media and a higher water-soluble sugar content than native 
plant roots. 

Key words: Heliantus annuus, sunflower, hairy roots, Agrobacterium rhizogenes, water-soluble sugars, flavonoids. 
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