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Индукция каллусогенеза в культуре изолированных се- 
мян Cistanche Deserticola 

 

Аннотация. Цистанхе (C. deserticola)-относится к числу ценных технических расте- 

ний флоры Казахстана. Ценность цистанхе обусловлена высоким содержанием в сто- 

лонах различных полисахаридов, иридоидов, и других биологически активных веществ, 

которые в восточных странах широко используется, как исходное сырье для производ- 

ства множества фармакологически активных соединений широкого спектра действия: 

повышения тонуса, потенции, антиоксидантной активности. Однако, к настоящему 

времени природные запасы цистанхе существенно истощены, что делает актуальным 

как проблему сохранения этого вида, так и поиск источников для получения биологи- 

чески активных веществ. Известно, что культура клеток высших растений являет- 

ся альтернативным способом получения биомассы редких растений. В данной работе 

приведены результаты работ по оптимизации методов получения каллусных культур 

клеток из семян C. deserticola. Изучены ростовые характеристики, отобранных линий 

каллусных культур клеток цистанхе. Отмечены их отличительные особенности по 

гетерогенности и цвету, что служит доказательством синтеза различных вторичных 

метаболитов. Установлено, что предлагаемая методика получения каллусных культур 

клеток цистанхе достаточно эффективна. 
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Введение. Флора Казахстана является ценным и уникальным источником биологически ак- 

тивных веществ (БАВ), из 6000 видов растений 667 эндемики. Цистанхе солончаковая Cistanche 

salsa, произрастающая в пустыне содержит в 5 раз больше БАВ, чем женьшень *1, 2+, и заслу- 

женно называется казахстанским женьшенем или женьшень пустыни (Yong Jiang, Peng-Fei Tu, 

2009) *3+. Ценность цистанхе обусловлена высоким содержанием в cтолонах различных поли- 

сахаридов, иридоидов, и других биологически активных веществ, которые в развитых странах 

широко используется как исходное сырье для производства множества фармакологически ак- 

тивных соединений широкого спектра действия т.д. [4]. 

В 2000 году цистанхе включили в Красную книгу Китая, с 2005 года заготовка цистанхе без 

контроля запрещена в России. Однако, без систематизации заготовок и научного подхода за- 

пасы растения со временем могут быть исчерпаны, как это произошло в Китае. 
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В Казахстане, ботаническая характеристика, а также ценные биохимические свойства 
цистанхе описаны в работах Каржаубековой Ж.Ж. с соавторами [5], лекарственное описание 
детально изучается в работах Сарсембаева К.Н., Г.Т. Барамысовой [6, 7] начались работы по 
разработке технологий получения гранул из экстракта цистанхе [1]. Фармакологические иссле-
дования детализируют, как фармацевтические ценные свойства, так и биохимические Cistanche 
Deserticola [8, 9].

В связи с ростом спроса мирового рынка на биологически активные вещества, получение 
ценных веществ вторичного синтеза методами культуры клеток и тканей является одним из 
альтернативных способов. Преимущества использования культуры клеток и тканей растений 
хорошо описаны еще в 1990-х годах [10, 11]. 

В настоящее время акцентируется внимание на возможности коммерческого успеха, и на 
должном уровне ведутся работы в мировой практике. В обзоре А.М. Носова [12] детально 
обсуждается, как преимущества, так и возможности коммерциализации получения веществ 
вторичного синтеза в культуре in vitro. Например, гарантированное получение растительной 
биомассы любого вида растений с заданными характеристиками независимо от сезона, клима-
тических и погодных условий; высокие скорости получения биомассы, отсутствие в биомассе 
пестицидов, гербицидов, радиоактивных соединений и других поллютантов.

Однако рост и прирост клеток к культуре in vitro имеет и недостатки, например, недостаточ-
ный объем целевого продукта для эффективного производства, чувствительность клеток к ме-
ханическим воздействиям и т.д., но есть успешные работы по получению фенольных соедине-
ний, алкалоидов, изопреноидов. Достигнуты успехипо конечному выходу биомассы в культуре 
in vitro, например, из стеблевых эксплантов цистанхе 9,29 г сухого веса на литр суспензионной 
культуры, где содержание эхинацезиды 12,14%, и астеозида 2,17%. При добавлении метило-
вого жасмоната 200 мкм отмечено, чтовыход продукта в 2 раза выше, чем у дикого растения. 
Показано, что на повышение эффективности выхода PhGs положительно влияет и гидролизат 
казеина [13].

Синтез вторичных метоболитов в культуральных условиях происходит в гетерогенной кле-
точной системе. В одних случаях синтез веществ вторичного обмена больше чем в интактных 
растениях, но бывает и так, когда необходимые метаболиты не синтезируются, а также могут 
синтезироваться и de novo вещества. Информации и ответы на подобные и многие другие во-
просы на сегодня являются скудными. Несмотря на известные факты о преимуществах суспен-
зионной культуры для получения активных соединений, есть и трудности методологического 
характера. Необходимы и теоретические разработки для отдельно взятых специфических сор-
ных растений с богатым синтезом вторичных соединений, как цистанхе.

Таким образом, индукция каллусных тканей и определение особенностей их роста и раз-
вития, а также отбор по консистенции и цвету гетерогенной клеточной массы имеет перво-
степенное значение.  Необходимо проводить подбор оптимальных условий для наработки 
клеточной массы, отобранных линий, в достаточном объеме для дальнейшей наработки кле-
точной суспензии.

Материалы и методы. В качестве объекта исследований использовали вид C. deserticola, со-
браный с долины «Бетпак дала» Южно-Казахстанской области. На рисунке 1 представлены 
стебель-столоны, коробочки с семенами и коробочки с семенами в разрезе.

Для инициации каллусных культур в качестве экспланта использовали семена C. deserticola. 
Стерилизацию семян провели с применением стерилизующих агентов: 70% этанол, 10% рас-
твор гипохлорита натрия и твина-20.

Для индукции  каллусообразования использовали питательные среды отличающихся по 
составу минеральной основы и концентрации регуляторов роста (таблица 1)[8].

Культивирование каллусов проводили в темноте при 25-27оС и 70% относительной влаж-
ности воздуха. 
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Рис. 1 C. deserticola: а - стебель -столоны; в -коробочки с семенами; г-коробочка с семенами в 
разрезе.

Таблица 1. Состав питательных сред для инициации каллусообразования

Вещество
Количество на 1 л среды

Среда 1 Среда 2
Минеральная основа МС Гамборга В5
Сахароза 20 г 20 г
Гидролизат казеина 0,8 мг 0,8 мг
Витамины Гамборга В5 1,0 мг 1,0 мг
2,4-Д 1,0 мг 1,0 мг
БАП 2,0 мг 0,1 мг
ГК3 10,0 мг 10,0 мг
Аскорбиновая кислота 1,0 мг 1,0 мг

Результаты исследований. Культуральные условия являются важными и, возможно, ре-
шающим моментом успешного проведения экспериментов для индуцирования каллусных 
тканей, продуцирующих ценные метаболиты 

На первых этапах исследований проводили оптимизацию условий культивирования, мо-
дифицируя питательные среды.

При индуцировании каллусных тканей наблюдали сильный выброс фенольных соединений, 
который подавляет пролиферацию клеток. Для ингибирования выброса фенольных соедине-
ний в питательные среды добавляли антиоксиданты - поливинилпирролидон, нитрат серебра, 
активированный уголь, аскорбиновая кислота. Полное ингибирование фенольных выбросов 
наблюдали на питательной среде 2 с нитратом серебра в концентрации 5 мг/л и аскорбино-
вой кислотой в концентрации 1 мг/л, где так же отмечена активная пролиферация каллусов 
цистанхе пустынной. 

На данном этапе исследований каллусы условно разделили на 3 линии: I линия -  светлые 
каллусы, II линия - темно-серые (промежуточные) и III линия - черные каллусные ткани. Про-
лиферирующие каллусные ткани к концу каждого пассажа характеризовались изменением 
цвета, например, каллусы белого цвета темнели или наоборот из темно-коричневых и черных 
каллусов наблюдали индукцию светлых каллусов. Причем пролиферацию темных каллусов 
из светлых наблюдали на двух вариантах сред от 40% до 57%, чем индукция светлых тканей из 
темных каллусов (таблица 2).

Индукция каллусогенеза в культуре изолированных семян Cistanche Deserticola
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Таблица 2 – Каллусообразующая способность, отобранных линий цистанхе 

Среды
К о л и - в о 
каллусов, 
всего (шт)

I линия II линия III линия

Светлые
% 

индукция 
темных

Темно-
серые

% 
индукция 
светлых

черные
% 

индукция 
светлых

Среда 1 182 58 40 54 8 70 29
Среда 2 461 106 57 156 12 199 14
СV 82±0,29 48,5±0,18 105±0,49 10±0,20 134,5±0,48 21,5±0,35

Отбор каллусных тканей цистанхе по цвету является важным моментом при синтезе вто-
ричных метаболитов, так как разные популяции клеток могут метаболизировать различные 
вещества. Дубильные вещества, синтезируемые цистанхе, могут быть ингибиторами целевого 
продукта метаболизма культуры цистанхе. Поэтому, в последующих экспериментах провели 
отбор каллусных линий по цвету от черного до светлых каллусных тканей, как показано на 
рисунке 2. 

Рис. 2. Видоизменения цвета каллусной ткани цистанхе на питательной среде В5

Традиционно для большинства растений каллусы имеют желтые, белые, светло-коричне-
вые цвета. В культуре цистанхе темные каллусные линии составляют наибольшее количество 
каллусной массы, например, 29% на среде 1 и 14% на среде 2, а промежуточные каллусные 
линии образуются в малом количестве на обоих вариантах сред. Большинство темных кал-
лусных линий также, как и светлые были жизнеспособными, т.е доля жизнеспособных клеток 
составила 70% и более.

При пассировании каллусной ткани из среды 2 на питательную среду 1, содержащей: ГК3 
-10,0 мг/л, 2,4Д-1,0 мг/л, БАП-2,0 мг/л, образовались темно-серые каллусные ткани, а затем вновь 
получена популяция, с преобладанием светло-желтых клеток. На рисунке 3 можно наблюдать 
интенсивное изменение и образование светло-желтых клеток.

Светло-желтая популяция клеток на среде МS более плотная, чем клеточные массы, по-
лученные на среде В5. Все результаты данного эксперимента по цвету и структуре клеточных 
популяций являются важными для определения, в каких клетках происходит интенсивный 
синтез продуктов вторичного обмена.

Значительный прирост каллусной ткани отмечен для I-ой линии, клеточные популяции III-
ей линии не делились активно, но при этом клетки не теряли жизнеспособность в длительной 
беспересадочной культуре. Разработка технологий длительного культивирования является 
важным моментом при культивировании лекарственных растений, так как дает возможность 
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депонирования каллусных тканей с последующей пролиферацией клеток, синтезирующих 
ценные метаболиты.

Кроме того, данные клеточные массы индуцируют светлые каллусные ткани, которые при 
пассировании на новую питательную среду с 9 на 10 пассаж на среде с добавлением 2.4-Д дали 
прирост в 4-5 раз больше, чем на ранних пассажах (рисунок 4).

Рис. 3 Изменение по структуре и по цвету каллусной массы цистанхе: а и б- на среде 1; в - на 
среде.

Рис. 4 Наработка биомассы на среде 2 с 2,4-D в концентрации 1,0 мг/л +ГК3 10,0 мг/л+БАП 
0,5 мг/л.

Измерения прироста массы каллусов проводили в течении 30 дней культивирования на 
питательных средах 1 и 2. При визуальном анализе каллусных тканей в течение цикла выра-
щивания отмечается, что каллус цистанхе на питательной среде 1 плотно структурированные, 
твердые, клетки округлые, овальные, обособленные друг от друга, а каллусная ткань, выращи-
ваемая, на питательной среде 2 отличалась своей рыхлостью. Окраска каллусных тканей ва-
рьировалась от светлого до темно-коричневого.  Измерения проводились взвешиванием массы 
сырого каллуса в первый день пассажа, на 14 день и на 30 день пассирования (рисунок 5,6).

Таким образом, результаты, полученные в данной серии экспериментов свидетельствуют 
о том, что в связи с неординарностью синтеза различных метаболитов в интактных растени-
ях цистанхе, так и в культуре in vitro индуцируются гетерогенные клеточные массы при ви-
зуальной оценке. Окончательные результаты, какие популяции клеток будут отличаться по 
содержанию ценных веществ вторичного синтеза будут определены в процессе дальнейших 
биохимических анализов. 

Для дальнейшей успешной работы в лаборатории разрабатывается технологический про-
цесс получения суспензионной культуры для цистанхе пустынной и определение спектра био-

Индукция каллусогенеза в культуре изолированных семян Cistanche Deserticola
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логически активных веществ,например, фенилпропаноидов, обладающих иммуномодулиру-
ющими и антиоксидантными свойствами.

Рис. 5 Измерение прироста каллусов на среде 1.

Рис. 6 Измерение прироста каллусов на среде 2.
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Cistanche Deserticola пқшауланған тұқымдасыныо мәдениетінде каллутпгенез индукцияты 

Аодатра: Циттанхе (С. deserticola) - Қазақттан флпсатыныо құнды техникалық өтімдіктесініо қата- 

сына жатады. Циттанхеніо құндылығы юс түслі рплитахасидтесдіо, исидпидтасдыо жюне батқа да бип- 

лпгиялық белтенді заттасдыо ттплпндасында жпғасы бплуына байланытты, плас Шығыт елдесінде кео 

тректслі фасмакплпгиялық белтенді қптылыттасдыо көртеген өндісіті үшін баттарқы шикізат сетінде 

кеоінен қплданылады: тпнут, рптенциал, антипктиданттық белтенділіктіо жпғасылауы. Алайда, қазісгі 

уақытта циттанхеніо табиғи қпсласы айтаслықтай азайған, бұл пты түсді тақтау мютелеті, пныо бип- 

лпгиялық белтенді заттасын алудыо балама көздесін іздеттісуді өзекті етеді. Жпғасы өтімдіктес жату- 

шаласыныо өтіндіті тисек өтімдіктесдіо бипматтатын алудыо балама тютілі бплыр табылатыны белгілі. 

Бұл жұмытта C.deserticola тұқымынан жатушаласдыо каллут өтінділесін алу юдіттесін потайландысу 

бпйынша жұмыт нютижелесі келтісілген. Циттанхе жатушаласыныо каллутты өтінділесініо біснеше ли- 

нияты алынды, өту динамикаласы зесттелді. Алынған линияласдыо өту динамикаты талданды жюне 

түті бпйынша юстектілігі қасаттысылды, түттесініо юстүслілігі екінші сеттік метабплиттесдіо тинтезініо 

дюлелі бплыр табылады. Циттанхе жатушаласыныо каллут өтінділесін алудыо ұтынылған юдіттеметі өте 

тиімді екені белгіленді. 

Түйінді төздес: циттанхе, Cistanche deserticola, каллут ұлраласыныо юстектілігі, жатуша өтіндіті, фи- 

тпгпсмпндас. 
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Induction of callusogenesis in a culture of isolated seeds of Cistanche Deserticola 

 
Abstract: Cistanche (C. deserticola) - is one of the valuable technical plants of the Kazakhstan flora. The 

value of cistanche is due to the high content of various polysaccharides, iridoids, and other biologically active 

substances in the stolons, which are widely used in the eastern countries as feedstock for the production of many 
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pharmacologically active compounds with a wide spectrum of action: increasing tone, potency, antioxidant 
activity. However, to date, the natural reserves of cistanche are substantially depleted, which makes both the 
problem of preserving this species and the search for alternative sources of its biologically active substances 
urgent. It is known that the cell culture of higher plants is an alternative way to obtain rare plant biomass. This 
paper presents the results of work on optimizing methods for obtaining callus cell cultures from C. deserticola 
seeds. Several lines of callus cultures of cistanche cells were obtained, growth characteristics were studied. It 
was established that the proposed method for obtaining callus cultures of cistanche cells is quite effective, the 
obtained lines have good growth characteristics and differ in color, which is evidence of the synthesis of various 
secondary metabolites.

Keywords: cistanche, Cistanche deserticola, heterogeneity of callus tissues, callus cell culture, phytohormones
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