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ОБШАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ

Актуальность темы. Расширение масштабтор поисков и иссле­
дований природних биологически активных соединений дало толчок 
к изучению класса фи то эк д и стероидов, ранее известных только у 
нас-комых и ракообразных под общим названием экдизоны /холодова, 
1979.1987; Ахрем.Ковганко. 1989/.  Эти полигидроксилированные 
стерины обладают характерными Физиологическими свойствами: про­
являют активность гормонов линьки и метаморфоза у насекомых, а 
также половых феромонов у ракообразных.

Обнаружение гопмонов насекомых в большом количестве в 
растениях было достаточно неожиданным и представляло практиче­
ский интерес, открывая доступный источник необходимых количе­
ств чистых гормонов для исследований их биологической активно­
сти. пункции экдистероидов в растительном организме изучены 
недостаточно. Не исключено, что фитозкдистероиды участвуют в 
процессе роста и развития растений /Горовиц и с о а в т . , 197't; 
L a f o n t ,  Ноги,  1989/.

Екдистероиды проявляют различные виды биологической актив­
ности. На теплокровных они обуздают анаболическим, гипогликеми- 
ческим, гепатопротекторным, адаптогенным, тонизирующим действи­
ем /Сыров и с о а в т . ,1 9 7 8 / .  Кроме того, они препятстзуют разви­
тию атеросклероза,  положительно влияют при лечении миокардита 
и переломов костей /Сыров и с о а в т . , 1986/.  Некоторые из пере­
численных свойств нашли применение в практике. На основе экди- 
стерона, выделенного ИЗ Rhapont i cum ef i i - thamoidcs , разрабо­
тан И производится в промышленных масштабах тонизирующий пре­
парат "Экдистен", применяемый при различных заболеваниях, свя­
занных с ослаблением белоксинтезирующих процессов /Сыров, Кур- 
муков,197б/.  На основе экдистероидов растений рода s e r m t u l a  
разработан биостимулятор, увеличивающий силу и продуктивность 
пчелиной семьи и других насекомых /холодова и с о а в т . , і9 9 0 / .

Несомненно, актуальной задачей современной биоорганичес- 
кой химии, биохимии и биотехнологии является поиск доступного 
растительного сырья, содержащего экдистероиды, их химическая 
идентификация, разработка методов их аналитического контроля, 
а также исследование биологической активности и механизмов 
действия в различных организмах. Изучение состава экдистерои-
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дов и особенностей их накопления в органах растений будет спо­
собствовать разработке новых лекарственных препаратов и выяс­
нению роли и механизмов действия экдистероидов как фармаколо­
гически активных средств.

Содержание фитоэкдистероидов в растительном материале 
весьма велико у видов рода S o r . a t u i a  l .  /Горовиц и с о а з т . ,  
1974; Холодова,1 9 8 7 /  и достигает  иногда Г-2 Наиболее р а с ­
пространенным в растениях представителем экдистероидов являет­
ся экдистерон или в -экд и зо н .  Он представляет собой 027- с т е ­
роид гормонального действия, безопасный для окружающей среды и 
приводяций либо к летальному расстройству метаморфоза насекомых 
/дхрем .К овгзнко , I9B9; Kooiman ,1 9 9 0 / ,  либо к интенсификации 
их разведения /х о л о д о в а ,1979: Холодова и с о а в т . ,1 9 9 0 / .  Лля по­
лучения экдистероидов с пелью создания на их основе эффектив­
ных препаратов, используемых в биологических исследованиях и 
для практических и ел е й , необходимы сырьевая база /Ахмед и 
с о а в т . ,1 9 9 0 / ,  разработка способов выращивания продуцентов экди­
стероидов и технологии производства культур тканей и клеток 
растений для обеспечения условий эффективного накопления экди- 
стерона в них. Использование арсенала методов культуры клеток 
$  тканей растений послужили толчком для создания технологии, 
направленной на получение фитоакдистероидов серпухи венценос­
ной В культуре m  v i t r o  .

цель и задачи исследования. Целью настоящей работы явилось 
исследование возможности создания сырьевой базы для получения 
экдистероидов серпухи венценосной /  S q n  j t u i a  c o ro n a ta  и./ ,  изу­
чение их химической природы и биологической активности.

Исходя из цели исследования, поставлены следующие задачи:
1. Ввести в полевую культуру типичное луговое растение -  

серпуху венценосную и изучить возможности ее выращивания в 
правобережной лесостепи украины в к ач естве  технического сырья 
для получения экдистероидов.

2 .  Определить оптимальные нормы и сочетания органических 
и минеральных у д о б р е н 'й , густоту стояния серпухи венценосной, 
обеспечивающих на типичных малогумусных черноземах максималь­
ное содержание экдистероидов в растениях.

3. Изучить закономерности накопления экдистерона /г л а в н о -
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го компонента экдистероидов серпухи венценосной/ в надземной 
части растений в зависимости от фазы 'развития, органа, в озрас­
та растений, з также режима питания.

4. Выделить экдистегоиды из растения в индивидуальном виде 
и установить их структуру.

5. Исследовать возможности спектрофотометрической опенки 
экдистероидов различной структуры.

6 . Опенить антиоксидентную активность основных экдистерои­
дов данного растения и некоторых их метаболитов.

7. Ввести растение серпуху венценосную в культуру в опытах 
i n  v i t r o  и изучить:

-  возможности получения суспензионной культуры для не­
прерывного культивирования с целью извлечения вторичных метабо­
литов;

-  сравнительное содержание белков клеточной культури и 
полевых растений;

-  возможность проведения трансформации клеток  плазмидой 
Agro.boc'tei'iun . rh lzo g e n e s ( R i У ДЛЯ усиления ВЫХОДа ВТОричНЫХ

метаболитов з  культуре тканей.
Научная новизна. Впервые в зоне неустойчивого увлажнения 

правобережной лесостепи Украины типичное луговое растение -  сер­
пуха венценосная выращивалась как полевая техническая культура 
для получения экдистероидов. В условиях типичных мэлогумусных 
черноземов установлены оптимальные уровни минерального питания 
и густота растений серпухи венценосной, обеспе- івающих ей макси­
мальную урожайность и высокий выход экдистероидов с единицы по­
севной площади, установлены особенности накопления экдистерона 
в серпухе венценосной в зависимости от фазы развития , типа ор­
ганов , возраста растений и режима их питания в условиях Киев­
ской области.

Из наземной части серпухи венценосной изолировано и досто­
верно идентифицировано 7 экдистероидов, среди них 5 ранее не 
были обнаружены в этом растении, с целью выбора оптимального ме­
тода аналитического контроля экдистероидов впервые проведено 
сравнительное изучение чувствите.пьности семи цветных реакций 
на стероиды по отношению к экдистероидам различной структуры. 
Установлены антирадикальные и антиокислительные свойства экди- 
стероидоз различной структуры.



Разработана технология получения суспензионной клеточной 
культуры и каллуса сеопухи венценосной, а также определены фак­
торы, влияющие на синтез экдистероидов в культуре !л vitro 
Впервые проведено сравнительное изучение новосинтезированных 
белков в тканях полевых растений и в культуре тканей, как мар­
керов выхода вторг-н'нх метаболитов. Определены оптимальные р е ­
жимы трансформации клеток и тканей агробзктериями, способными 
;си ли в зть  выход вторичных метаболитов.

Теоретическое зн ачение и практическая пени ость работы. 
Охарактеризован состав экдистероидов еше одного перспективного 
источника биологически активных стероидов. Выявление антиради- 
кальных и антиоккслительных свойств экдистероидов способствует 
более глубокому пониманию возможных механизмов действия этих 
ценных биологически активных соединений.

Разработанные способы выращивания серпухи венценосной в 
условиях in  v ivo  и in  v i t r o '  могут быть реком ендова НК для 
практического применения с целью получения экдистероидов и по­
следующего изготовления лекарственных препаратов на их основе. 
Предложенные методы аналитического контроля могут быть исполь­
зованы для идентификации экдистероидов и стандартизации препа­
ратов на их основе.

Апробация раб ота . Результаты исследований докладывались и 
обсуждались на I  Международном конгрессе "Биоконверсия органи­
ческих отходов для получения биогумуса, биогаза, белковых в е ­
ществ и охрана окружающей среды" /Киев, 1991/,  Конференции про­
фессорско-преподавательского состава Украинского государствен­
ного аграрного университета /Киев, 1991/,  УІ Украинском биохими­
ческом съезде /Киев, 1992/ и научных семинарах отдела биохимии 
стеринов Института биохимии АН Украины /Киев, 1992/.

Публикации. По материалам диссертации опубликовано ? пе­
чатных раб o ’".

Объем и структура работы, .риссегтация состоит из введения, 
обзора литературы, описания материалов и методов исследования, 
результатов  и обсуждения, изложенных в 5 разделах , выводов и 
списка использованной литературу. Общий объем диссертации вклю­
чает 159 страниц машинописного текста ,  16 таблиц и IB рисун­
ков. Список литературы содержит 217 наименований, в том «иеле 
114 иностранных звторов.

Научные консультации проводили д . б . і : . ,  проф. холодова (о Д . .
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д . с х . н . ,  проф. Белоножко М.А. , Д .б .н . ,  Галкин А.П. и к .б .н .  
Коваленко П.Г.

Автор выражает искреннюю благодарность своей супруге за 
оказанную помощь и поддержку в работе.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОЛЬ! ИССЛЕДОВАНИЙ

Выращивание серпухи венценосной в полевых условиях прово­
дили в 1989-1992 г г .  на Агрономической опытной станции украин­
ского государственного аграрного университета на черноземе ти­
пичном малогумусном грубопылевато-легкосуглинистого механичес­
кого состава ,  подстилаемого карбонатным лессом. Органические 
/н а в о з /  и минеральные -  аммиачная селитра /  n -  34 # / ,  супер­
фосфат “  *9 ,5  калийная соль /К?0 -  40 # /  удобрения
вносили в соответствии со следующей схемой опытов: I  -  контроль 
/б ез  удобрений/, 2-4 -  павоз+м 50 ; P9Q; Кд0 ; 5-7 -  навоз+

+ n 90P90 ; n 90K9 0 : Р 90К9 0 : 8 ~ нав03+ tJ 90Р90К90 соответственно.
Посадку растений провели осенью -  в сентябре месяце -  из 

расчета 35 тыс. растений /к у с т о в /  на I  га -  по 2 ,5  куста на I  
линейный метр с шириной междурядий -  70 см.

В полевых и лабораторных исследованиях использовали мето­
дики, общепринятые в научных лабораториях НИИ АН Укрзины.

Изучая влияния условий выращивания на рост  и развитие сер­
пухи венценосной, проводили фенологические наблюдения с фикса­
цией дат наступления у растений основных фаз развития /Вавилов, 
1983/; определение по фазам развития высоты растений, площади 
листовой поверхности, сырой и сухой массы отдельных органов р а с ­
тений, влажности почвы в слоях 0-20 и 20-40 см, нитратного а з о ­
та -  колориметрически с помощью дисульфофеноловой кислоты, под­
вижной фосфорной кислоты, обменного калия -  методом пламенной 
фотометрии в вытяжке /Петербургский, 1968/.

В диссертации представлена морфолого-биологическая характе­
ристика серпухи венценосной.

Выделение и идентификацию экдистероидов проводили с помощью 
разнообразных экстрактивных процедур /холодова, 1987/,  применяя 
затем колоночную И тонкослойную хроматографию /  g a l b r a i t h ,  Horn,  
1959 /.  При этом использовали окись алюминия, силикагель КСК и 
силикагель "  l "  100/160 мкм /ЧСФР/. Применяли следующие системы 
растворителей: хлороформ-метанол 25:1; 15:1; 9 :1 ;  4 :1 ;  2 :1 ; хло-
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роформ-метанол-вода '4: І : 0 , І .  Тонкослойную хроматографию /ТСХ/  
проводили нз плзстинках s i l u f o l  uv-25 'i. Зкдистероиды на ТСХ 
обнаруживэли путем опрыскивания ванилин-серной кислотой с после­
дующим нагреванием в течение 2-5  мин при П О -120 °С / g a i b r a i t h ,  

н о т  , 1969 / .
Идентификацию выделенных индивидуальннх компонентов осуше- 

ствляли с помощью физико-химических методов исследования: масс- 
спектр и элементные составы ионов получены на приборе MX-I3I0 
при ионизирующем напряжении 50 Б и температуре 100-140 °С: ИК- 
спектры получали на спектрофотометре u r -20 в КЗГ ; УФ-спектры--  
на приборе specord  uv . Спектры ПМР соединений получали на 
приборе l j  -567 А /100  мГн, " т е s 1 и " / ;  спектры ЯМР /1Н и 13с /  -  
на приборах ..'(.<-250 и v.M-ЗОО /в г и . ’гог / ,  растворитель С5 ° 5 М> 
0-ТМС.

Оптическое вращение определяли на поляриметре "Цейсс".
Кривые кругового дихроизма запиенвзли на спектрополяриметре 
ju sc o  j - 2c. Температуры плавления, определяли, на приборе БОЭЦИУС.

Цветике реакции на истегоигы г а з л ииной структуры иссле­
довали с иелью выбора наиболее чувствительной и специфичной р е ­
акции л.гя аналитических определений. Проводили реакции чугаева 
/Холодова и с о з в т . . 1975/.  Либермзнз-Бурхарда /ь о гс .а а и т а п п ,
1952 /,  ?УА /ander 'son  с 1; , а 1 ,1 9 6 4 / ,  Клькз /Роз енц ве и г , 1952/,
Портера-сильберта /  p o r t e r . s i l b c r  .1 9 5 0 / .  Кобера /  коьег  , 
193 1 /  и Гине /  c l - r k  .19 5 5 / .

Антигзг икзльнь'С свойства ?к? / с т е роидов оценивали по их 
способности устранять  супброксилішй анион-радикал кислорода 
0^. генерируемый "То тохимической системой /чумак о в а , Осин ска я , 
1977/,  супероксидустранягшую активность экдистероидов определя­
ли по их способности ингибировать восстановление пара-нитротет-  
разолия хлористого. су г -а г н у ” з птпек иелптельную активность  
экдистег оидов определяли по образованию салонового пиальдегида 
в модельной системе, используя лкпосомн яичного фосфатидилхоли­
на 1 s e v -n ia n  c t . a l  , І ° Р Р / .

Каллус и к лето»лу ю. сусп<я!?:'0ияу»__культуру серпухи
венценосной из .семян И.молодых листьев получали, П0 !.'Є(і!ЗЯ 
стерильный материал на а Авизованную /0 ,7  < /  среду
Мура сиге-Ску га /м с /  /  Kurr.slUr.js.Skpog ,1 9 5 2 / ,  содержащую
3 *  сахарозы и 0 ,05  мг/л  бензилзминопурина. Каллус индуцировали
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на модифицированной питательней среде /Gamborg ,1 9 8 8 /  и 
WC, содержащих 5^-ную сахарозу, а также фитогормоны: гибберелло- 
вую кислоту -  0 , 5 - І , О м г/л ;  индолилуксусную кислоту -  0 , 02-
0 ,2  м г/л ;  2 , 4 -дихлорфеноксиуксусную кислоту -  0 ,0 4 - 0 ,4  мг/л и 
бензиламинопурин -  0 ,0 2 -0 .5  м г /л .  Питательные среды были также 
обогащень: поливин ил пиррол и дон ок . Каллус образовывался в темноте 
при 25 °С в течение 7 недель в чашках Петри. Сформировавшийся 
каллус /свыше 0 ,3  г /  переносили на свежую питательную среду. 
После четвертого пассажа была получена клеточная суспензионная 
культура. Количественное определение экдистероидов в листьях и 
кэллусной суспензионной культуре проводили с помощью хромато­
графического разегеления  метансльного экстракта в тонком слое 
силикагеля l s  5 /4 0  М, содержащем 13 01 гипса /х о л о д о в а . IS 77 / .

Анализ белков клеточной культуры и листьев полевых рас те ­
ний осуществляли методом электрофореза в ПЛАГе/і_иег,ітіі ,1970 ;

Smith ,1 9 8 4 /.
Для агробак тер мальной трансформации клеток использовали 

дикий вирулентный штамм lBA 9402 из лаборатории биотехнологии 
Норвич, Великобритания /  i i ami i l  e t . з і  ,1 9 8 7 /.  Культуру штамма 
LBA 9402 наращивали в жидкой среде УМВ в течение 48 ч при 28 °С. 
Совместное культивирование каллуса /0 ,5  г / с  агробактериями/Ю®, 
клеток в I  м л/ ,  проводили в жидкой среде МС в течение 48 ч при 
28 °С / к о т а г і  ,1 9 8 9 /.

ОСНОВНЫЕ РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ 
И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Культивирование серпухи венценосной э полевых условиях.
Мы предприняли попытку изучить возможность и целесообразность 
Еырашивания серпухи венценосной в условиях полевой культуры, 
изыскать пути повышения ее продуктивности на типичных малогу- 
мусных черноземах. В качестве одного из весьма эффективных ры­
чагов повышения почвенного плодородия и получения максимума ка­
чественной продукции мы избрали органические и минеральные 
удобрения.

Анализируя данные по содержанию и динамике подвижных эле­
ментов в почве на удобренных и неудобренных вариантах по фазам 
развития серпухи венценосной, отметим весьма важную, на наш 
взгляд , тенденцию: на удобренных фонах по сравнению с контролем 
в первой половине вегетации содержание основных элементов пита-
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ния стремительно уменьшается особенно по азоту и калию, дости­
гая  минимума в фазе цветения растений.  Такой же характер изме­
нений наблюдается при поглощении фосфора, разница лишь в срав­
нительном уровне его потребления.  Обнаруженные особенности 
усвоения питательных веществ серпухой венценосной свидетельст­
вуют о том, что на удобренных вариантах развиваются более мощ­
ные растения и их потребности в почвенном питании, естественно,  
увеличиваются,  достигая максимума к массовому цветению, когда 
в растениях наиболее активно протекают обменные процессы с вклю­
чением элементов питания.

В контроле растения к фазе массового цветения наиболее ин­
тенсивно поглотают калий,  затем -  а з о т  и, наконец, -  Босфор, 
кривая поглощения которого более плавная.  Следует добавить лишь, 
что растения на неудобрент-'.ом Фоне, слабее развиваясь ,  потребля­
ют элементы питания в меныгих количествах.

В более поздние фазы развития растений,  когда они теряют 
часть листьев и процессы метаболизма ослабевают,  содержание до­
ступных питательных веществ в почве начинает постепенно увели­
чиваться,  что особенно заметно по фосфору и калию, содержание 
в почве азота и в этот период продолжает снижаться,  расходуясь 
рзстениями на постепенно затухающие постовые процессы.

Органические и минеральные удобрения -  весьма мощный и 
быстродейстьуг"ий фактор воздействия на рост и развитие ра с те ­
ний, формирование отдельных органов и их химический состав.  Лля 
нас весьма важно было изучить реакцию серпухи венценосной на 
регулируемый уровень питания в условиях полевой культуры и у с т а ­
новить влияние его на урожайность растений и содержание в них 
экдистерона.  Показатели,  представленные в таблице I ,  свидетель­
ствуют о значительном влиянии используемых удобрений в опыте на 
рост растений в высоту и нормирование листового аппарата -  г л а в ­
ного ФЬтосинтетичесхого органа растений.  Разница в Формировании 
стеблей и листьев растений на удобренных вариантах и контроле 
достаточно хорого проявляется уже в начале Фазы бутонизации,
особенно при внесении азотных угобгений:  на контроле высота рас -

Р ?тений 7остигзет  і\С см, а плоігагь х;істьев на I  и - п.лоп’а -
ди, на вагизнтзх с азотом -  соответственно 60-75 см, v. 2 , 5 -

Азотн.ке удо б рени я ,  внесенные на фоне н а в о з а ,  способствуют

ди, на вэ
3.6 м ^ м
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Ва­
ри-;
ан- :
ты

:Начало 
: за і  
: высота: 
: р а с т е - :  
:ний, : 

см :

бутони- :Иассов;  
і и и : н из: 
:площадь: высота: 
: л и с т ь е н ; расте~:
;„2/»г • « - .  :

■тазы рс 
5я буто - :  
змия : 
: площадь: 
: л и с т ь е в ;
:м2/'м2 :

>ста
Цве1

'высота: 
р а с т е -  
н ий, : 

см :

гение : Начало 
: ния ли(

: площадь: высота: 
: листье  в,: р а с т е - :

; " 1 ;  :

о да л и p a -
: т ь е в  
: площадь 
: листьев ,
: м2 /м 2

I 40 2 ,2 95 2 ,7 105 3 ,6 105 2 ,7
о 60 3 .6  • ТІ5 4.1 140 4 ,6 141 3,8
5 50 2 , В 100 3 ,1 135 3 .9 136 3 ,3
4 50 2.7 105 3.2 137 4 , 0 138 3,4
Ь 65 2.5 115 3 .9 140 4 .2 141 3,6
6 67 2, 9 120 3 ,9 145 4 ,3 147 3,7
7 54 2,4 105 3 .3 138 3 .8 138 3.1
У 75 3,6 135 4.7 155 5 .0 157 3 ,8

энергичному росту серпухи венценосной к концу массовой бутони­
зации растений, обеспечивая прирост листовой поверхности по 
сравнению с контролем па 1 ,2 -2  м2 /м 2 , стеблей в высоту -  на 20- 
'tO см. Листья становятся мощным аппаратом, обеспечивающим рас те ­
ния необходимыми для жизни метаболитами. Максимальной высоты и 
размеров листовой поверхности серпуха вениеносная достигает  к 
фазе массового цветения, когда растения энергично вступают в 
Формирование генеративных органов. Однако в эту фазу более ин­
тенсивный рост растений наблюдается не только на вариантах с 
внесением азотных удобрений, а и при использовании па фоне на­
воза фосфорных и калийных удобрений.

Из таблицы следует, что сырая масса технически пригодных 
для переработки органов серпухи венценосной -  прежде всего лис­
ть ев ,  как и всего растения, значительно колеблется в зависимос­
ти от особенностей питания и фазы развития растений, разница 
массы одного усредненного растения на контрольном варианте и 
наиболее перспективном варианте, где были внесены минеральные 

удобрения в дозе N 9(^90^90 на ^оне 30 т /гэ  п ав о за - составляет 
в начале Фазы бутонизации 400 г ,а  в фазу массовой бутонизации -  
420 г , цветения -  485 г ,  по листьям-соответственно 170, 190,
215 г , стеблям -  140. 125 и 185 г .

Из отдельных видов удобрений более сильное влияние на у в е ­
личение массы одного растения и биологическую урожайность сер­
пухи венценосной оказали азотные удобрения, причем они сохрани-

Таблица I
Влияние удобрений на рост вегетативных органов 
серпухи венценосной /среднее за  1990-1992 г г . /

-  9 -
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■ЛИ ’■'Чое действие по восходящей в продолжение всех контролируе­
мых тан развития растений. Из парных сочетаний более эффектив­
ными оказались азотно-калийные угобрения, которые на фоне навоза 
обеспечили в условиях опытов близкий к максимальному / в а р . 8 /  
сбор листьев, составивший по фазам развития соответственно 203 ,0 ;  
187,3 и 228,8  и / г а ,  а также листостебельной части -  4 0 0 ,8 ;  421 ,8  
и 477 , 8 ц / г а .  Лругие парные сочетания минеральных удобрений /№ р ,  
Р К /  на фоне навоза были менее эффективными в увеличении урожай­
ности исследуемых растений.

Максимальную урожайность серпухи венпеносной на типичном 
черноземе обеспечили органические удобрения /3 0  т / г а  н а в о з з /  с 
дополнительным внесением тройного сочетания минеральных удобре­
ний /  и 9qPook9o / ‘ ЭТОм ^ ° не УГ°*зйность листьев о т  более ран ­
них к более поздним фазам роста составила 210 , 0 ; 234,5  и 
246,8 и / г а ,  листостебельно,, массы соответственно 399 ,0 ;  484,8 
и 519 ,8  u / г а .

Приведенные результаты ксслсдоезний подтверждают много­
кратно отмеченную в литературе регулирующую функцию удобрений в 
формировании урожая сельскохозяйственных культур. Это относится 
и к серпухе венценосной, которая хорошо адаптируется к условиям 
полевой культуры и способна при регулиууемом питании обеспечить 
высокую урожайность ценного сырья для получения экдистероидов. 

Анализируя содержание экдистероидов в растениях, 
мы показали его зависимость от  органной принадлеж­

ности тканей , Фаз развития , возраста растения, а также 
приемов вырзшивания /т а б л .  2 / .  Максимальное содержание экдисте­
рона в растениях первого года жизни отгечено в цветочных корзин­
ках, в растениях второго и третьего  гора жизни -  в Фазах о т р а с ­
тания листьев /прикорневая р о з е т к а / ,  можно предположить, что 
биосинтез экгистерона происходит в начале роста растений в лис­
тьях, а в процессе развития растений он транспортируется в г е н е ­
ративные органы, его  содержание в листьях снижается. В трехлет­
них растениях содержание экдистерона было наиболее высоким. На­
ми показано также высокое содержание эклистерона в корневой час­
ти растений. Так, у трехлетних растений в период массовой буто­
низации оно составляло 1,35

При исследовании содержания экдистерона в вегетативных и 
генеративных органах серпухи венценосной в зависимости от реки-
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Таблица 2
Содержаний экдистерона в различных органах серпухи 

венценосной в зависимости от возраста и фазы развития, 
к сухой массе в а степ и я

іа -:  
>и-:0 
.и - : п 
'ы :л
I •

Зразование" 
тзикорневой розет і  
истья

0 ,67±0 ,05

$азн роста ,  opr 
:ТТача л 6 

си , : бутонизации, 
: бутоны

О.ЗІІО.ОЗ

аны растений  
: ка ссо в а я  
: бутони заци я ,  
: бутоны

1,04±0,04

:ЦЕЄТЄНИЄ,
;цветки

о,87±о ,о5
2 I , 12 -0 ,1 0 0 ,31^0 ,02 1,С8±0.05 1 , 20-0 ,09
3 1 ,50^0 ,  I I 0,36^-0,02 0 ,9 3 -0 ,0 6 1,00±0,04
4 1,В0±0,12 0 .33± 0 ,03 0 , 9 9 І 0 ,07 1,12±0.05
5 1 , 3 1 -0 ,9 0 0 ,34±0 ,02 0 .9 4 І0 .0 5 1,1б±0,06
6 1 ,4 6 ^0 ,1 2 0 ,32^0 ,01 1 ,04±0,05 1,00 ±0,05
7 1,65±0,09 0 ,3 1 -0 ,0 2 0 ,8 6 -0 ,0 9 I , 08±0 , Об
8 1 .5 3 ± 0 ,И 0 ,3 3 ± 0 ,0 3 0 , 9 9 - 0 ,  05 1 ,2 2 - 0 , 0 8

При вырачг'шании серпухи венценосной на типичном черноземе 
с внесением 30 т / г а  навоза и минеральных удобрений в дозе 
^ 9 0 ^ 9 0 ^ 0  УР0ЖЗЙН0СТЬ серпухи венценосной может превысить 

! 00-550 и / г а ,  что при среднем содержании экдистерона даже около

^азы развития : і - й  год: 2-й год:: 3-й год

1. Образование прикорневой розетки, 
листья

2. Начало бутонизации: листья
бу тоны

3. Массовая бутонизация: листья
бутоны

4. Цветение: листья
цветочные корзинки

5 . Конец вегетации, листья

0 ,16
0,17 
0 ,19  
0 ,1 2  
0,21 
0 ,16 
0, 24 
следы

1,49
1,57 
1.33 
1,19 • 
1 ,13 
0 ,8 ?  
0 ,94  
0, 25

2,06
2,05
1.29
1.46
1.36
0,98
1.08
0,31

ма питания были использованы растения, пересаженные из открытого 
участка Белоиерковского сельхозинститута, урожая 1992 г .  Они х а ­
рактеризовались несколько иными исходными показателями содержа­
ния экдистерона /т а б л .  3 / .  Максимальным содержанием экдистерона 
по-прежнему отличались листья прикорневой розетки серпухи венце­
носной: на удобренных вариантах оно достигало 1 ,1 2 -1 ,  8 0 ^  к 
сухому веществу.

Таблица 3
Содержание экдистерона в растениях серпухи 

венценосной в зависимости от режима питзни
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0 , 2-0 . 3 *  к сухому веществу всей массы растения обеспечит сбор 
сырья с содержанием экдистерона в полевых условиях -  до 100 к г / г а .

'ВИТО экдистероиды S e r r o t u  la  согоп.лд L •
Р о й с т е р  он -  наиболее распространенный экдистероид в расти ­

тельном мире. Мы получили его перекристаллизацией из этилаиетата 
суммы экдистероидов, выделенной при элюировании б.утаиольного 
извлечения растения системой хлороформ-метанол 2 - ї  на колонке 
Al203 . т ,п л .  240-241 °С, А / £ ° + : 9 . 7  ± 2 ° / с  0 , 4 0 , мета­
нол/.

По физико-химическим константам, y i t ,  ИК=, масс= и ПМР= 
спектральным дзнным он аналогичен эталонному образцу.

«с -экдизон -  первый выделенный из насекомых в кристалличе­
ском виде экдистероид. нередко обнаруживается в растениях. Выде­
лен нами с использованием системы хлороформ:метанол 4 :1  на коло- 
ке с силикагелем. С?7Ицц0б . т .п л .  236-237 °С /< * £ + 6 3 .6  -  2° / с  
0 , 8 3 , метанол/.  По физико-химическим константам и спектральным 
данным идентифицирован с *с -экдизоном.

Экдистерон И «Г -экдизон были выявлены в серпухе венценос­
ной ранее /Новосельская и с о а в т . ,1 9 8 1 / .

Приведенные ниже соединения были идентифицированы в серпухе 
венценосной нами впервые.

Полиподин В - широко распространен в растительном мире, но 
не встречается в тканях животных, обладая тем не менее высокой 
гормональной активностью -  400 * по сравнению с экдистероном. 
Получен при использовании системы хлороформ-метанол 4 :1  на колон­
ке с силикагелем. СруН^Ор. т .п л .  250-252 °С /и з  ацетона / , /< * / ^
+ 93 ,2  і  2° / с  0 ,28,’ метанол/.

В У*-спектре наблюдается максимум поглощения при 241 нм 
/сопряженная с двойной связью кетогруппировка/.

В ИК-спектре имеет полосу поглощения сопряженной 6-к е т о -  
группы при 1685 см- -*-. Смещение этой полосы на 25 №~* в сторону 
длинных волн по сравнению с соответствующим максимумом в экдисте- 
роне свидетельствует о присутствии 5 3-оксигруппы в этом экдисте-  
роиде. положения максимумов и величина дихроичного поглощения 
Д е  = -5 ,5253  нм; д н  = +3,2330 нм/ кривой КГ характерны для
5 £-оксиэкдистероидов. характер масс -  спектрометрического р а с ­
пада указывает на идентичность боковых цепей этого соединения и 
экдистерона и различие стероидных ядер, выгазивяееся в наличии 
дополнительной оксигруппы, положение которой определено с помо-
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щью ПМР-спектра.
Смещение в слабое поле сигнала протонной ангулярной группы 

СН3 ~І9 / і . 02 м . д . /  указывает на отличие в ближайшем ее окруже­
нии в сравнении с экдистероном. Совокупность экспериментальных 
данных позволяет идентифицировать соединение с полиподином .В.

Интегтзистероп А -  часто встречается в растениях семейств 
Гвоздичные и Астровые. Выделен также в другом виде растения р о ­
да ^ o r r a t u l a - s .x e r a n th e m o ld o s  /ХОЛОДОва И СОЗВТ.,1 9 7 9 / .

Полупи при использовании полярной системы хлороформ-мета- 
нол-вода 4 : 1 : 0 , 1. С27Н̂ * т *пл* 245-248 °С /э т и л а ц е т а т -м е т а -  
нол /,  /« г /ц °  + 3 5 ,0  - 2° / с  0 , 22 , метанол/.

В У^-спектре имеет максимум поглощения 245 нм. В масс- 
спектре отсутствует  пик молекулярного иона. Характер м асс -сп ек т­
рометрического распада исследуемого соединения свойственен экди- 
стероидус боковой цепью, идентичной экдистерону, и с 4 оксигругі- 
пами в стероидном ядре. Уширенный синглет при 4 ,15  м .д . в ПМР- 
спектре обусловлен тремя протонами, геминально расположенными 
к вторичным ОН-группам. Совпадение значения указанного химсдви- 
га этого соединения и интегристерона А указывает на то, что до­
полнительная гидроксильная группа по сравнению с экдистероном 
расположена при C j .  Значения сигналов протонов метильных групп 
1 ,1 0  /СН3 - І 8/ ,  І ,32 /С Н 3- І 9 / ,  1 , 24 /СН3 - 2 6 / 2 7 /  и 1 .46  м .д .  /СН3 -  
21/  совпадают со значениями соответствующих сигналов интегристе­
рона А. соединение на основании физико-химических констант, 
спектральных данных и при непосредственном сравнении с эталон­
ным образцом идентифицировано с интегристероном А.

20. 22-моночпетонид зкдкстеронз встречается в некоторых р а с ­
тениях, как нативный метаболит. Получен с использованием систе­
мы хлороформ:метанол 9 :1  на колонке с силикагелем. С^Н^рО^, 
т .п л .  220-222 °С /и з  эти лаи е та та -гек са н а / ,  /*^ /ц°  5 8 .9  -  2 е 
/ с  0 ,3 2 ,  м етанол /,  в У^-спектре имеет максимум поглошения*- 
244 нм. ИК-спектр соединения характерен для экдистероидов -  в 
нем имеются полосы поглощения гидроксильных групп /3 4 0 0 -  
3460 см- 1 /  и кетогруппы, сопряженной С ДВОЙНОЙ СВЯЗЬЮ /1660  см“т/. 
П'.'Р-спектр: 0 ,93  м .д .  /СН3 - 1 Р , с / ,  0 ,91  /СН3 -19, с / ,  1 ,25  /СН3~ 
25/27, с / ,  1 ,43  /СН3 - 2 1 , с / ,  3 , 9 - 4 , 1 /СН при С-2 и С -З .м / ,  6 ,11  
/Н при С-7,Д, j  = 2  Г и /,  1 ,25 ; 1 ,34 / 6Н, СН3 -  группы изопро- 
пилиденовой группир CBK V..
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Перечисленные выше данные, а также наличие в масс-спектре 
этого Еешестээ молекулярного кона М* 520, пиков ионов с m/z 
363, 345 и 301 позволяю/ предположить, что данное соелинение 
является 20, 22-моноаиетонидом экдистерона / G a l b r a i t h ,  но гг. ,1969; 
Заины и соавт .  ,1 9 7 5 / .

Выделенный из растения 20,22-моноацетонид экдистерона по 
константам и спектральным данным совпал с заведомым образцом, 
полученным гидролизом 2 ,3 ;  20,22-Диацетонида экдистерона р азб а в ­
ленной уксусной кислотой.

? ,3 :  ° 0 . ??-~!іпі!Єто?г'/д эхдпстегона -  нативный метаболит не­
которых растений . Выделен при повторной хроматографии маточни­
ков, полученных при перекристаллизации экдистерона, на колонке 
с силикагелем при элюировании системой хлороформ-метан од. 2 5 :1 .  
СздН^Оу. Т . пл. 230-232 °С /и з  а ц е т ы ~ э ф и р а / . / - г / | ° +  36 ,8  ± 2°
/С 0 , 3 0 , м етанол/.

3 У^-спектре ^  = 242 нм свидетельствует с наличии к ето -  шах 1
группы, сопряженной с двойной связью, Ж -спектр  характерен для 
экдистероидов /1 6 6 0  см- 1 ; 3400-3460 см- 1 / .  ПМР-спектр: 0 ,8 0  м .д. 
/СН3 -18 , с / ,  0 ,97  /СН3 - І 9 , с / ,  1 .23  /СН3 -2 6 /2 7 .  с / ,  1 ,23  /СН3-
2 1 . с / ,  4 .1 1 - 4 ,2 1  / 2К при С-2 и С-3, м / ,  5 ,8 0  /Н пр! С-7 Д . / .
JI ей терохлор оформ.

Эти данные, а также наличие в спектре этого вещества сла­
бого пика молекулярного иена М* 560 и пиков ионов с »"/z 403,
385 и 341 позволяют предположить, что данное соединение -  2 ,3 ;
2 0 , 22-диакетонид экдистерона. По константам и спектральным дан­
ным вещество совпадало с заведомым образном, полученным обработ­
кой экдистерона ацетоном с каталитическим количеством фойфорномо- 
ЛИбДвНОВОЙ КИСЛОТЫ /  G a l b r a i t h , H o r n  ,1 9 6 9 / .

Птеростетюн -  структурный изомер экдистерона, обнаруживае­
мый в растениях .  Получен нами после элюирования колонки после 
выделения 2 ,3 ;  2 0 , 22-Диаиетонида экдистерона более полярной 
системой хлороформ-метанол 15 :1 .  С ^ Н ^ О у  т .п л .  217-218 °С 
/и з  метанол-воды/, /*<■/*° + 7 , 0  2 /С 0 ,3 0 ,  метанол/.

В УФ—свете > 242 нм, Ж -'спектр /1645 / .  С ^ 0 ,1625 /С=С/,max
типичен для экдистероидов.

П о к а за т е л ь н о  в ПИ*-спектре птеростерояа /  пім-Лег .1 9 6 9 /  
является наличие сигнала С-26 и С-27 /д у б л е т , '  j =  7 Н /  на 
1 ,0 0  а . д .  в отличие от экдистерона, где этот сигнал является
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синглетом, 1 ,35  м. Д .,  а также в масс-спектре -фрагмента с <:\/z 
419 /М-Нрд-43/,  свидетельствующего о положении ОН-группы при 
С-24. По полученным характеристикам вещество совпадало со стан­
дартным птеростероном.

Таким образом, нами впервые идентифицированы в серпухе .вен­
ценосной 5 экдистероидов -  кнтегр истер он А, полиподин В, птеро- 
стерон, моноаиетонид и диаиетонид экдистерона и подтверждено 
наличие двух ранее описанных в этом обьекте /Но во сельская и 
с о а в т . ,1 9 8 1 /  экдистерона и »<• -экдизона /р и с .  I / .

Экдистероиды серпухи венценосной (S. Coronata L.)

V I . Rj=R2=H 20,22 - моноац етонид  зкдисгпєрона 
V I I  Rj,Rz = CMet 2.3; 20,22-диацвтонид экдистерона

РИС' l ' W-R - 0,5 ; 100; 0.5 ; 0.3 ; 0,15; 10; 2.5 .

I .  Rj = R2 = R3 = H ос -  экдизон V. п т е р о с т е р о н
I I .  R1 = R2 = H ; R3 ~ O H  зк д и сте р о н  

I I I .  R ,~  H\ R2 ~ R3 ~  он  пол ипод и н В 
TV. R,= R3= 0 H; R2 = H и н те ? р и с те р о н  A

v
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Спектрофот’ометричеекие характеристики продуктов цветных 
реакций с экдистероидзмч. Нами была проведена сравнительная х а ­
рактеристика цветных реакций, обычно используемых для определе­
ния холестерика и других стероидов, с целью нахождения наиболее 
чувствительных методов количественного определения экдистероидов 

Наиболее характерными элементами структуры экдистероидов 
являются вицинальная 2В ; зв -  диольная группировка в кольце 
А, 5» -атом водорода /цис-А В-сочленение/ ,  л 7 - 8 -сопряженная 
кетогруппировка в кольце в, 14 -оксигруппа между кольцами с 
и ^ и  боковая цепь в І7В -положении кольца Д, которая всегда 
содержит оксигруппу при С->2 и часто  при С20 и Такая струк­
тура этих соединений и определяет их поведение при проведении 
цветных реакций /Холодова и с о а в т . , 1976/.  Анализ данных показы­
вает ,  что наиболее чувствительной к .экдистероидам была реакция 
Либермана-Бурхарда, ранее используемая для определения холесте­
рина /  ,V,X-  656 нм/ при достижении максимума окраски образовав­
ш а я  хромофоров через 35 мин реакции, а также для 7 -д еги д ро-  
7 -оксихолестеринэ и эргостерина -  через 1 ,5  мин. Экдистероиды 
it этой реакции проявили себя как "быстродействующие" стероиды: 
максимум окраски при длине волны 400 нм. достигался через I -  
? мин реакции, что характерно для наличия сопряженных двойных 
с.-язей. У полиподина В э м т  максимум был смещен до 4?5 им.

Наиболее специфичной для экдистероидов различной структуры 
■азалась реакция ч у г а е в а , конечные продукты которой имели до­

полнительные качественно различные максимумы поглощения в з а в и -  
■/■г'ости от введения дополнительных ОТ-фУНКЦИЙ ИЛИ эфирных груп­

пировок в структуру пентанпергидрофенантренового скелета либо 
боковой цепи.

Результаты анализа показали, что использование цветных р е ­
акций может дать  предварительную информацию о Физической струк­
туре экдистероидов и послужить основой спектрофотометрических 
методов их количественного определения.

д.нтигздикзльнне свойства и знтиоксилительная активность 
истег оидо та. Мембранотюпный Эффект экдистероидов, их воздей­

ствие на биосинтез белка и активность ферментных систем, влия­
ние на углеводный и липидный обмен, а также тонизирующие и адап-  
. - генные свойства позволяет предположить их способность угнетать  
nOF'.-aiCHOe окисление липидов мембран, свойственную стероидным
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концентрациях препарата 5 -Ю -5

гормонам позвоночных.
Как следует из полученных данных, экдистерон обладает а н -  

тирадикальным действием, линейно зависшим о т  концентрации. Ин­
гибирование препаратом восстановления пара-нитрот етразолия со­
ставляло 1,65 условных единиц при концентрации Ю- '* М, превышая 
более чек в 3 р аза  степень ингибирования этой реакции при кон­
центрации І0~^ М. которая все еще вызывала ингибиторный эффект.

Супероксидустраняюшая активность экдистерона как и супер-  
оксиддисмутазы обусловлена, очевидно рекомбинацией 0?'- 20р+2Н1* 
H^Og+Og. механизм этого действия экдистерона пока неясен.

В системе, содержащей липосомы из фосфатидилхолика, инду­
цируемый как ф ерро-/  Fc?f / ,  так и феррийонами /  F&+/, экдистерон 
вызывал подавление накопления малонового диальдегида / Щ к /  как 
в концентрации 5 . Ю- '’ М /рис .  2 А, поз. 2 и Б, поз.  5 , соо т вет ст ­
венно/, так и К Г 2* М /ри с .  2 А. поз. 3 , Б, поз. 6, соответствен­
но / .  Ингибирующее действие стероида не зависело от того, вызы­
валось ли окисление липосом восстановленным /р и с .  2 к /  или 
окисленным железом /р и с .  2 Б / ,  и составляло 13 ^  и 26 ^  при

и М соответственно.
Из исследованных минорных 

компонентов экдистероидов с е р п у - '  
хи венценосной -  «< -экдизона, 
интегристерона А и полиподина В 
в концентрации 10“^ М наибольшей 
антирадикальной активностью об­
ладал полиподин в /153 ^ по срав­
нению с экдистероном / .  Его эф­
фект сравним с известным анти­
оксидантом ионолом, активность 
которого в концентрации Ю М 
достигала 162 ^  активности экди­
стерона /т а б л .  4 / .  Интегристерон 
А и от -экд изон ,  а так»е 2 - д э -  
зоксипгоизводные <<’ -экдизона

О

и экдистерона /Ю  J W  обладали 
антирадикальной активностью, со­
ставляющей 70 52 50-55 #
активности экдистерона. Взятый

Рио. 2 . A H T ИС1СИCJl и те льн 2 я 
активность 
эхдистетюна

•Ш Б в . Стефаника1-! 
АН України I
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для сравнения зитамин JJj также обладал антирадикальной актив­
ностью -  140 #  активности экдистерона.

Антиокислительная активность исследованных экдистероидов 
в концентрации Ю-4 М -  5 -Ю - '' М имела несколько иной характер . 
Ее зависимость от структуры практически не наблюдалась. Экдисте- 
рон, «<• -экдизон, их дезоксипроиз водные, полиподин В, заметно 
не различались по способности подавлять накопление малонового 
диальдегида / Щ А/. Интегристерон был практически неактивен, ви­
тамин Е, известный своими антиоксидантними свойствами, тормозил 
накопление ИЩА на 19-24 ' ,  известный антиоксидант ионол -  до 
47 Характерно, что антиокислитсльное действие одного из пре-. 
паратов на основе суммы экдистероидов -  ЕТК 5 ,7  -  составляло 
45

Таким образом, антиокислительная активность экдистероидов 
сравнима с таковой витамина Е, но ниже ионола. Взятый для орав-

R и
пения витамин Д^ в концентрациях 5 -Ю  -  10 <М проявлял проок- 
си дан типе свойства, увеличивая продукцию MF А до 25

Таблица 4
Антирадикальная и антиокислительная активность 

экдистероидов <

Названій  : Концентрация
М

: Ингибирование во с -  : ТпгтжРНИР 
• : становления  п - и и т р о ^ о ^ мож| ' Іие 

:т е т р а з о л и я ,  у с л . е д .  А’
Зкдистерон

. ю
1 ,6 5
0 ,6 2 21

<ч- -ЗКДИЗОН
1 0 ^

i o d  
10 4

0 ,Р 6
0 ,70- 25

2 -д е зо к с и зк д и с т е р о н 0 ,9 2
0 ,6 6 9

2 -д е з о х с и  
^ - - э к д и з  он ю  ?

0 , 8 0
0 .7 2 14

И нтегристерон  А '
І°_5 
10 5

1 ,1 1  
2 ,1 0  
2 , 1 0

6

Полиподин в 1 0 ^ 2 ,5 3  
О.ВР ■

15

йонол / 2 , 6 - д и т р е т -  ТО-5
буТИЛ-4-МЄТЙЛ'?ЄНОл/

Витамин F, т 0 4  
/  “С -т о к о ф е р о л /  А 
Витамин Дз 10 5 
/х о л є к а л ь ц и ф е р о л /  10 
Б ІК - 5 , 7  / с у ш а  э к д и -  0 ,  ,л 
стерои дов  серпухи в е н -  ^ i u j  
ц е к о с н о й /

2 ,6 8

2 ,2 2
2 ,3 0

3
мг/мл

47

22

+25

45
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Культура к л е т ок серпухи венцемоемой в опытах in v i t r o  .
В исследованиях возможности получения каллуса и клеточной сус­
пензионной культуры из семян и молодых листьев серпухи венценос­
ной с хорошим выходом экдистероидов мы исходили из представле­
ний о том, что их содержание зависит от генотипа растения, экс­
плантата, его  возр а ст а ,  среды культивирования к режима выкашива­
ния. Ка рис. 3 показан прирост массы сырого вещества / к р . і /  
каллусной ткани, из которой в последующем была получена суспен­
зионная культура на среде МС в зависимости от времени при посто­
янной температуре 25 °С. Здесь же представлены данные об увели­
чении содержания экдистероидов по мере роста каллусной ткани 
/ к р . 2 / .  Как видно из рис.  3, это  увеличение наиболее выражено 
в экспоненциальной *іазе роста клеток.

Рис .  3 . Прирост сырой массы каллусной ткани серпухи венценосной 
на питательной среде МС/ I / ,  а также количественное 

содержание экдистероидов / 2/ .

На рис. 4 показан прирост биомассы /масса сырого вещества, 
масса сухого вещ ества / ,  а также числа клетск по мере роста сус­
пензии клеток серпухи венценосной. При анализе параметров роста 
суспензионной культуры установлено, что ростовой цикл на моди­
фицированной нами питательной среде 3^ с добавками і  -аминокис­
лот составляет  28-30 дней. Прирост биомассы суспензии клеток х а -
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Р и с .  4 .  Прирост биомассы, а также числа клеток по мере роста 
суспензии клеток серпухи венпепб'сной.

рактеризуется  кривой, приближающейся в з -образной форме.
Положительный эффект роста удалось достигнуть также, варьи­

руя концентрации фитогормонов в модифицированной цчтательной 
среде. наибольший прирост биомассы паблюл^лк при следующих кон­
центрациях фитогормонов / в  м г /л / :  ВАП -  0 ,1 ;  2 ,4  Л -  0 ,4 ;  И.УК -
0 ,2 ;  ГК3 -  I .

Помимо баланса фи то гормонов су явственное влияние на про­
цессы деления клеток и обмен метаболитов оказывает освещенность 
и температура процесса. В .условиях нагих экспериментов наиболь­
ший прирост биомассы в суспензии клеток наблюди ся при освещен­
ности 500 люкс -  до 90 г / л ,  в то время как  в темноте сырая мас­
са составила лииь 65 а при освещенности 5000 люкс -  22 Я 
от  этой величины.

Оптимальная температура для роста каллуса и суспензионной 
клеточной культуры в условиях наших экспериментов была в преде­
лах 24-26 °С. Темповая культура каллусной ткани серпухи вениенос 
ной при температуре 25 °С. по сравнению со световой культурой 
сохранялась более жизнеспособной.

Инициация роста биомассы достигалась  также дутом подбора 
оптимальных концентраций дополнительных источников а зо та :  ами­
нокислот -  l -глутамина, L -аргинина и L -ас п а р аги н а . Наи­
более эффективным оказался  L -глутамин в концентрации ТОО-
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ІЗО м г/л ,  обеспечивший прирост сырой массы клеток до 80 Из­
вестно /  Hash Into to  , YPraada ,1 9 8 7 / ,  ЧТО L-ГЛуТЭМИН ВЛ ИЯЄ T На 
активность глутаматсинтазы, способствуя большей компактности 
клеток.

Таким образом, подобранные и оптимизированные нами культу­
ральные среды для вида серпухи венценосной обеспечивают возмож­
ность получения из первичных эксплантатов к аллуса ,  из него -  
суспензионной культуры.

Получение новых клеточных линий и генетически измененных 
культур серпухи венценосной служит реальной основой для получе­
ния ценных биологически активных веществ либо путем количествен­
ного увеличения биомассы либо усиления необходимого метаболита 
в клетках методами генетической инженерии растений.

При выращивании в условиях i n  v i t r o  происходит "перепро­
граммирование" заблокированной в нативных условиях информации 
генома клеток , B03M0KHJ перестройки л  структуре хромосомного 
аппарата, чувствительными маркерами физиологических и биохими­
ческих изменений служат новосинтезируемые белки /Г алки’; и со а в т . ,  
I S 8 9 / .  Сравнительное изучение новосинтезироваиных белков в ин- 
тактной растительной ткани из полевых растений и в культуре 
полезно для объяснения ее способности к синтезу вторичных мета­
болитов при выращивании i n  v i t r o  . Анализ синтезируемых белков 
может также позволить определить новые подходи к регуляции а к ­
тивности ферментов генетическим способом, то ес ть  после введе­
ния в культивируемые клетки чужеродных генов ключевых ферментов 
синтеза вторичных метаболитов и после обработки клеток синтети­
ческими регуляторами роста или элиситорами.

Кз данных электрофореграму /р и с .  5 /  видно, что спектр бел­
ков, синтезируемых в каллусной суспензионной культуре / Б /  менее 
разнообразен, чем в листьях полевых растений / а/ ;  В -  маркерные 
белей / " p h a rm a c ia  " ,  Швеция/. Практически все белки, синтезирую­
щиеся в культуре, за исключением двух полипептидов со значения­
ми Mm 150 и 200 кГа, обнаруживаются и в листьях.

Помимо белков, идентичных каллусным, в листьях обнаружива­
ется  ряд специфических полипептидов с разной электрофоретичес­
кой подвижностью.

Содержание мажорного компонента экдистерона в листьях и 
репродуктивных органах о дно-трех лет них растений превышает тако­
вое в клетках суспензии серпухи be ни сносной /см..- табл. 2 / ,  что
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коррелирует с более разнообразным спект­
ром белковых Фракций листьев  на электро- 
фореграмме.

Как следует из проведенных нами ис­
следований, клеточная суспензионная 
культура серпухи зениеяоскол содержала 
небольшой процент экдистероидов. Кроме 
того ,  в последующих пассажах каллу сных 
тканей сникал а сь их общая продуктивность. 
Эти результаты вместе с ненадежностью 
использования экзогенных регуляторов 
роста л нестабильностью роста каллускых 

знойной клеточной куль- тканей серпухи венценосной побудили нас 
венценоснойbSB серпухк обратиться к генетической трансформации

клеток с помощью R1 -плазмиды
A ' j r o b a c t e r i i m  r f t i z o g e n e s .

Благодаря фу нкии-жированию в трансформированных клетках 
растений фитогормональных генов агробактерий такие клетки р а с ­
тений приобретают опухолевый фенотип, отличающийся способностью 
к быстрому делению клеток, что открывает персп. ктивы их эффек­
тивного использования в биотехнологии. Мы использовали возмож­
ности агробак тер на л ьной трансформации серпухи в» ни е вс он ой и по­
лучения кулмуры трансформированных тканей с увеличенным содер­
жанием экдистероидов.

О том, что в нагих экспериментах образовывалась генетичес­
ки измененная культура .свидетельствует содержание экди тер.оидов 
в нетранс^ормйрованной каллу с ной культутв /0 ,0 8 5 - 0 ,0 1 0  %/  и 
культуре после трансформации / 0 , 1 5 6 ^ 0 , 0 1 5 ^ / .  Трансформирован­
ная каллуснэя ткань хорово росла на агаризованиой питательной 
среде КС без фитогормоноз.

Следуе1" заметить, что в листьях полевых растений содержа­
ние экдистероидов все же превышало их количество в культуре, со ­
ставляя водногодичных растениях 0 .1 2 - 0 .1 7  *.  Интенсивный рост 
трансформированных клеток серпухи венценосной на б е в г о р т н а л ь -  
ных средах предполагает упрощение способа их выращивания и эко­
номическую эффективность их биотехнологического, использования.

Получение новых трансформированных клеток серпухи венценос­
ной, а также способность этих клеток синтезировать стероидные 
гормоны указывает на принципиальную возможность их использования 
в качестве источника стероидов.

Р и с .  5 .  фракционный
состав белков, 

выделенных из суспен-
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ВЫВОДЫ

1. Серпуха венценосная в условиях правобережной лесостепи 
Украины -  весьма перспективная техническая культура для получе­
ния фи то экд ист ер о идо в. Максимальная урожайность ее листостебель­
ной массы на типичных малогумусных черноземах -  5 1 9 ,Р ц /г а  обес­
печивается при густоте растений 35 ты с ./га  внесением навоза
30 т /га  и полного минерального удобрения NgoPoo^o*

2. Накопление экдистероидов в серпухе венценосной носит 
различный характер в зависимости от фазы развития , типа орга­

на и возрастз растения. Максимальным содержанием отличаются 
листья прикорневой розетки -  в среднем за  три года исследований 
на удобренных вариантах оно достигало 1 ,1 2 -1 .8 0  t  к сухому веще­
ству. Высоким содержанием отличались также цветочные корзинки 
/0 ,9 0 - 1 ,2 2  Я /  и корни /до 1 ,35 # / .

3 . Из наземной части растения выделено и с помощью физико­
химических и спектроскопических /У<?-, Ж - .  ПМР-, ыассспектро- 
метрия/ методов идентифицировано семь экдистероидов различной 
структуры: экдистерон, “г -экдизон, полиподин В, интегристерон 
Л, 20 , 22-моноацетонид, 2 , 3 : 2 0 , 2 2 -Д и аи е т о н и д  экдистерона, птеро- 
стерон в соотношениях -  1 0 0 : 0 , 5 : 0 , 5 : 0 , 3 : 0 , 1 5 : 1 0 : 2 , 5 .
Пять последних экдистеро идо в выявлены нами в этом источнике 
впервые.

4. Сравнительный анализ семи различных цветных реакций на 
стероиды выявил наибольшую чувствительность реакции Либермзна- 
Бурхарда и наибольшую специфичность реакции чугаева в применении 
к экдистероидам.

5. На моделях in  v i t r o  установлены антирадикальные и ан -  
тиокислительные свойства экдистероидов серпухи венценосной и их 
метаболитов, сравнимые с таковыми известных антиоксидантов.

6 . На основе известных сред для культивирования клеток и 
тканей in  v i t r o  оптимизирован состав питательных сред и опреде­
лены условия для получения каллуса и клеточной суспензионной 
культуры серпухи венценосной, наибольшее увеличение содержания 
экдистероидов достигалось, в экспоненциальной фазе роста, состав­
ляя 0 ,0 7 ± 0 ,0 I  f  к сухому веществу ткани. Генетическая трансфор­
мация клеток С ПОМОЩЬЮ Rі -плазмиды A gr o b a c t e r i u m  rh i zogenCs  
способствовала увеличении' содержания экдистероидов более, чем в
2 р а з а .
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7 .  Сравнительное изучение новосинтезированных белков в ин- 
тэктной растительной ткани полевых растений и культуре 
показало более разнообразный спектр белковых фракций нативных 
нолевых растений, что коррелирует с более высоким содержанием 
экдистероидов в них.
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