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Сделан анализ литературных данных и собственных исследований, выполненных в 
1979—1993 гг. Главным результатом работы за этот период являются получение 
новых клеточных штаммов-продуцентов и разработка условий их выращивания, что 
повысило накопление индолинового алкалоида аймалина до 6—8 %, а в отдельных 
случаях — до 20 %. Это почти в 100 раз выше в сравнении с 5—7-летними растения
ми, растущими в тропиках. 

Введение. Биомасса культивируемых клеток растений с начала 80-х 
годов используется в качестве альтернативного источника экономически 
важных продуктов [1 —19]. Однако ряд трудностей и нерешенных во
просов сдерживает широкомасштабное применение культивируемых 
клеток, обусловливает нерентабельность биотехнологических произ
водств многих ценных видов растений. Если не касаться сугубо техно
логических и инженерно-конструкторских аспектов, суть их в следующем. 

Неотселектированные дедифференцированные клетки накапливают, 
как правило, незначительное по сравнению с интактным растением ко
личество экономически важных веществ специализированного обмена. 
Наиболее простым и часто применяемым подходом к повышению про
дуктивности является подбор физических и химических условий куль
тивирования дедифференцированных клеток, в том числе условий иммо
билизации клеток, обработки биотическими и абиотическими элиситора-
ми, а также подбор условий индукции морфологической дифференциа
ции и выращивания организованных клеточных структур. Эти работы 
привели во многих случаях к успеху. Однако они выполняются эмпири
чески и поэтому длительны и трудоемки (см., например, [10, 20—34]). 

С использованием экспериментального- мутагенеза стало возмож
ным получение довольно продуктивных штаммов, накапливающих в 
ряде случаев весьма важные продукты, синтезируемые исходными рас
тениями в незначительных количествах [1, 32, 35—37]. Эти исследова
ния также эмпирические и не менее трудоемкие, положительных ре
зультатов описано мало. 

Генетическая трансформация и другие генно-инженерные манипу
ляции позволили создать ряд перспективных культур. Особенно следует 
отметить трансформанты, выделенные с помощью агробактерии и ее 
плазмид, в частности, получение «бородатых корней», продуктивность 
которых оказалась достаточно высокой [1, б, 29, 38—47]. Дальнейшее 
совершенствование методов получения генетических трансформантов и 
накопление результатов об особенностях их поведения и биосинтеза 
ими целевых продуктов, несомненно, расширят возможности их при
менения в биотехнологической промышленности. 

Высокий уровень гетерогенности и изменчивости культивируемых 
клеток, особенно геномной изменчивости, приводящий в некоторых слу
чаях к нестабильности продуктивности, может быть источником получе
ния новых штаммов-продуцентов, что и было показано в ряде исследо
ваний, в том числе методом клонирования [6, 20, 31, 48—60]. Однако и 
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этот путь является весьма трудоемким в силу слабой изученности гене
тики продуктивности не только культивируемых клеток, но и подавля
ющего большинства интактных растений, перспективных для введения 
в культуру in vitro. 

Знание особенностей и механизмов структурно-функциональной из
менчивости генома культивируемых клеток, разработка генетических 
основ клеточной селекции позволят целенаправленно создавать ста
бильные штаммы-суперпродуценты. Использование таких штаммов по
высит рентабельность и конкурентоспособность клеточных биотехно
логий получения ценных продуктов растительного происхождения. 

Исследования геномной изменчивости культивируемых клеток рас
тений ведутся достаточно широко и на большом количестве объектов. 
Расширяются и углубляются работы по изучению их вторичного мета
болизма. Однако эти исследования проводятся на разных объектах и 
практически независимо друг от друга. Поэтому полученные данные 
трудносравнимы и еще не позволяют сделать каких-либо значимых вы
водов о связи продуктивности и геномной изменчивости культивируе
мых клеток. 

В настоящей работе приведен краткий анализ некоторых данных 
комплексных исследований культивируемых клеток раувольфии змеи
ной, выполненных, в основном, в отделе генетики клеточных популяций. 
Главный их результат — получение новых штаммов-продуцентов и раз
работка условий их выращивания, что повысило начальную продуктив
ность культивируемых клеток в десятки раз и позволило увеличить 
накопление индолинового алкалоида аималина в сухой биомассе куль
тивируемых клеток с 0,4 до 6—8 %, а в отдельных случаях — до 20 %. 

Экспериментальный материал. О б ъ е к т ы и с с л е д о в а н и я . 
Раувольфия змеиная Rauwolfia serpentina Benth.— тропическое расте
ние. Она накапливает (преимущественно в корнях) широкий спектр 
алкалоидов, применяемых, в частности, для лечения сердечно-сосудис
тых заболеваний. Среди лекарственных препаратов, получаемых из 
раувольфии, широко известны резерпин, раунатин, депрессии и др. Осо
бую ценность представляет индолиновый алкалоид аймалин — высоко
эффективное антиаритмическое средство. 

Аймалин или его производные (^-пропилаймалин бромид, N4-npo-
пилаймалин битартрат) являются наиболее эффективными, а с учетом 
меньших побочных действий — наиболее рекомендуемыми лечебными 
средствами среди известных препаратов для лечения желудочковых 
аритмий сердца (используются еще, как правило, этмоцизин и 
кардарон). 

Дефицит тропического лекарственного сырья (корней 5—7-летних 
растений) может быть ликвидирован получением биомассы культивируе
мых клеток, накапливающей алкалоиды в качестве целевого продукта. 
Впервые культура тканей раувольфии змеиной была получена Р. Г. Бу-
тенко в начале 60-х годов. В этой работе, а также в исследованиях, 
выполненных позже и на других видах раувольфии как в СССР, так и 
в других странах, было показано, что культивируемые клетки накапли
вают низкие количества алкалоидов, а содержание аималина в сухой 
биомассе не превышает 0,1 % [61—67]. 

В нашем отделе исследования проводились со следующими 
объектами. 

И н т а к т н ы е р а с т е н и я р а у в о л ь ф и и з м е и н о й , выра
щиваемые в теплице. Служили исходным материалом для получения 
культуры тканей, а также для биохимических и других исследований. 
Возраст растений от 1 до 6 лет. 

К л е т о ч н а я л и н и я А. История получения штамма и резуль
таты его анализа описаны в работах [37, 50, 68, 69]. К началу наших 
исследований линия А при выращивании на специально разработанной 
питательной среде с 5 %-й сахарозой — среде 5С [70] накапливала 
1,8—1,9% суммы алкалоидов, 0,7—0,8% алкалоидов группы индолина 
и 0,4—0,5 % аималина от массы сухой ткани. 
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Ш т а м м К-20. Получен в нашем институте совместно с Ленин
градским химико-фармацевтическим институтом (ЛХФИ) в результате 
ступенчатой селекции линии А на среде 6С с 6 %-й сахарозой, содер
жащей 5-метилтриптофан. Выращивается на агаризованной среде 6С 
[71] и накапливает 2,5—3,3 % суммы алкалоидов и 0,9—1,2 % аймали-
на от массы сухой ткани. 

Ш т а м м К-27. Получен в ЛХФИ совместно с нашим институтом 
в результате обработки клеточной линии А химическим мутагеном и 
дальнейшей селекции на продуктивность на среде ЮС (с 10 %-й саха
розой). Выращивается на агаризованной среде ЮС и накапливает 2,4— 
2,9 % суммы алкалоидов и 0,9—1,4 % аймалина. 

Ш т а м м А-ЮС. Клеточная линия А, адаптированная к росту на 
среде ЮС. Ее продуктивность на 20—25 % выше, чем у клеточной г.и-
нии А, выращиваемой на среде 5С. 

Ш т а м м Ф. Получен в ЛХФИ в результате обработки линии А 
химическим мутагеном и дальнейшей селекции по приросту биомассы 
на среде ЮС. Выращивается на агаризованной среде ЮС, накапливает 
в 2—3 раза больше биомассы, чем линия А, содержание суммы алка
лоидов — 2,9—3,1 %, аймалина —0,10—0,19 %. 

Ш т а м м RIII. Получен в нашем институте совместно с ЛХФИ в 
результате длительной селекции клеточной линии А в жидкой питатель
ной среде РЖ. Растет в виде суспензии в среде РЖ [72] и накаплива
ет 1,4—1,8 % суммы алкалоидов и 0,28—0,58 % аймалина. 

Все изученные штаммы ауксин- и цитокининнезависимые. 
Результаты и обсуждение. Ч и с л о х р о м о с о м и а н а ф а з -

н ы е а б е р р а ц и и . Популяции культивируемых клеток характеризу
ются, как правило, высоким уровнем кариотипической изменчивости. Не 
оказались исключением и культивируемые клетки раувольфии змеи
ной — анализируемые культуры были весьма гетерогенны по числу хро
мосом. При этом клетки разных уровней плоидности вступали в митоз 
преимущественно на разных стадиях роста культуры и в разное время 
суток. Рассмотрим это на примере клеточной линии А. 

Изученному штамму свойствен циркадный ритм митотической ак
тивности с максимумами числа митозов в дневное время суток — в 14— 
18 ч (рис. 1, а). Клетки с разным числом хромосом вступали в митоз в 
значительной мере синхронно (рис. 1, б—г). В начале суточного подъ
ема митотической активности делились диплоидные, а к концу подъ
ема — тетра- и высокоплоидные клетки. Кривая числа триплоидных ми
тозов имела зеркальный вид по отношению к кривой митотической ак
тивности. Более детально эти данные изложены в работе [69]. 

Анализ клеточной линии А в течение пассажа (фиксацию проводи
ли через день в дневное время суток — в 16 ч) показал пять достовер
ных подъемов митотической активности (рис. 2, а). На протяжении 
первых 5 сут после пересадки делились преимущественно диплоидные 
клетки, они составляли около 70 % всех клеток в первом подъеме числа 
митозов. В дальнейшем число диплоидных делений резко снижалось 
и после 25—27 сут роста они не встречались совсем (рис. 2, б). Трипло-
идные клетки делились преимущественно во время второго и третьего 
подъемов митотической активности, их частота в эти сроки (на 11-е 
и 17-е сут) достигала 40% и более (рис. 2, в). Тетраплоидные и вы
сокоплоидные клетки приступали к делениям позже. В течение первых 
5 дней их число колебалось в пределах 12—20%, к 11-м сут оно со
ставляло 50 %, начиная с 27-х сут — превышало 80 %, а к концу пас
сажа делились только тетраплоидные и высокоплоидные клетки (рис. 
2, г). Более детальный анализ этих данных приведен в работе [69]. 

На рис. 3, а, представлено распределение клеток по числу набо
ров хромосом, полученное на основе усредненных за весь пассаж дан
ных. Сравнение этой гистограммы с рис. 2 показывает, что результаты 
по числам хромосом, полученные на 7—13-е сут роста, примерно соот
ветствуют распределению, регистрируемому на основе усредненных за 
весь пассаж данных. Проведенный контрольный анализ на 10-е сут 
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роста через 8 пассажей, т. е. год спустя при выращивании как на твердой, 
так и на жидкой питательной средах (рис. 3), показал практически 
полное соответствие гистограмм распределения по числу наборов хро
мосом данным, полученным ранее. Это свидетельствует о стабильности 
распределения клеток по числу хромосом в изученной линии А. 

Уровень анафазных аберраций хромосом в изученной популяции 
при поверхностном культивировании был низким, не превышающим 

Млетки, % 

3 %. Перевод ткани в глубинную культуру привел к повышению их час
тоты до 10 %. При этом более половины анафаз с повреждениями хро
мосом составляли мосты без фрагментов (см. [68, 69]). 

Таким образом, линия А — стабильная миксоплоидная клеточная 
популяция со сравнительно низким уровнем структурных мутаций хро
мосом, характеризующаяся разграничением во времени вступления в 
митоз клеток различных уровней плоидности. Ей характерна частичная 
синхронизация клеточных делений как в течение суток, так и в течение 
пассажа. 
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У р о в е н ь п л о и д н о с т и и п р о д у к т и в н о с т ь . Р е г у л я 
ц и я х р о м о с о м н о й и з м е н ч и в о с т и и п р о д у к т и в н о с т и . 
Анализ клеточной линии А показал, что она состоит более чем на 80 /о 
из полиплоидных клеток. Распределение по числу хромосом было ста
бильным в разных условиях выращивания (см. рис. 3). 

Сравнение результатов цитогенетического анализа и данных по 
продуктивности линии А с литературными данными, полученными на 
других родственных 
штаммах (табл. 1), поз- Клетки,/. 
волило высказать предпо
ложение о том, что повы
шенный выход алкалои
дов в линии А обуслов
лен более высоким уров
нем плоидности культи
вируемых клеток. В даль
нейшем это предположе
ние было доказано экспе
риментально. 

Возможность получе
ния клеточных линий за
данного уровня плоидно
сти появилась в результа
те опытов, показавших, 
что некоторые фитогормо-
ны, азотистые основания 
и их аналоги, РНК и про
дукты ее модификации, а 
также аналоги некоторых 
аминокислот, в частнос
ти парафторфенилаланин 
(ПФФА), могут быть ис
пользованы как регулято
ры плоидности популяций 
культивируемых клеток 
растений [75—80]. 

Вследствие длитель
ного (не менее года) вы-

Рис. 2. Динамика митотической 
активности (а), числа диплоид
ных (б), триплоидных (в), тет-
ра- и высокоплоидных митозов 
(г) в течение пассажа линии А 
культуры тканей раувольфии 
змеиной 

ращивания каллусной ткани на питательных средах, содержащих ука
занные вещества, был получен от линии А ряд новых клеточных ли
ний, различающихся между собой по уровню плоидности и стабильно 
сохраняющих эти различия при дальнейшем их выращивании на исход
ной питательной среде. Анализ этих линий показал зависимость их 
продуктивности от уровня плоидности культивируемых клеток (табл.2). 
Более детально результаты данного исследования изложены в ра
боте [81]. 

В дальнейших исследованиях были проведены селекция и анализ 
клеток линии А, устойчивых к более высоким концентрациям веществ, 
изменяющих плоидность. Кроме обладающих такими свойствами ПФФА 
и кинетина, использовали новые соединения — тиацил, характеризую
щийся ростстимулирующим и диплоидизирующим действием [80, 82], 
и аминокислотное производное 6-азаурацила — глиацил, описанный в 
работе [83]. 
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Селекцию осуществляли в течение двух лет, ступенчато повышая 
концентрацию. На первом этапе доза всех соединений была 20 мг/л. 
Конечная концентрация кинетина в среде была доведена до 100 мг/л, 
тиацила и глиацила — до 500 мг/л, ПФФА — до 400 мг/л. Более высокие 
дозы оказывали летальный эффект. 

Анализ плоидности полученных таким образом вариантов линии 
А, а также содержания алкалоидов группы индолина был проведен 
после снятия селективного давления через 9 циклов выращивания ус
тойчивых вариантов на исходной (контрольной) среде. Эти результаты 

приведены на рис. 4 и табл. 3. Видно, что в данном эксперименте выяв
лен различный характер зависимости между уровнем плоидности деля
щихся клеток и содержанием алкалоидов в ткани к концу цикла выра
щивания. Так, вариант, устойчивый к глиацилу, оказался наиболее 
продуктивным по накоплению алкалоидов и при этом у него значитель
но возросла частота пентаплоидных клеток. Содержание алкалоидов в 
ткани устойчивого к кинетину варианта оставалось на уровне контроля, 
что совпало с отсутствием существенных изменений в частоте тетра- и 
пентаплоидных клеток. Значительное снижение продуктивности отме
чено в варианте, устойчивом к ПФФА, у которого при этом резко умень
шилась доля тетраплоидных клеток. Однако вариант, устойчивый к тиа-
цилу, не вписывается в ряд отмеченной тенденции, так как за сниже-
Т а б л и ц а 1 
Сравнительная характеристика различных штаммов и клеточных линий раувольфии 
змеиной; данные по содержанию алкалоидов приведены по [37] 

Индекс штамма 

Рс (дикий исходный штамм) 
Ml 
А 

Содержание алкалоидов, % 
от сухой биомассы 

Сумма 
алкалоидов 

Алкалоиды гр
уппы индолина 

Плоидность 
культуры 

0,76+0,03 0.19+0,02 Диплоидная 
0,90+0,03 0,29+0,03 Триплоидная 
1,46+0,07 0,46+0,04 Тетраплоидная 

Литературный 
источник 

' [73] 
[74] 
[69] 
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нием у него частоты тетраплоидных клеток не последовало снижения 
продуктивности ткани. Содержание алкалоидов в этом варианте было 
несколько выше, чем в исходной линии А. Анализ связи изменении 
частоты триплоидных клеток и продуктивности тканей не выявил ка
кой-либо закономерности. Частота триплоидных клеток повысилась 
в 2—3 раза у всех четырех вариантов, но продуктивность у них 

ЫЛаВРлитературе имеются данные о том, что как индуцированные, так 
и встречающиеся в природе тетраплоидные формы раувольфии змеиной 

накапливают больше алкалоидов, чем диплоиды [84, 85]. Более того, 
даже у диплоидных популяций раувольфии змеиной содержание резер
пина коррелировало с количеством ДНК на клетку. Кстати, у гекса-
плоидного вида R. canescens корреляция оказалась отрицательной [86]. 
В исследованиях с культивируемыми клетками обнаружена и отрица
тельная корреляция между числом хромосом и продуктивностью [87]. 
Видимо, вопрос о связи уровня плоидности и продуктивности требует 
дополнительного изучения. Не исключено, что такая связь может быть 
разной не только у разных видов или у представителей разных попу
ляций одного вида (см., например, [86]), но и, возможно, разной у 
разных клеточных штаммов одного вида и различаться при разных ус
ловиях выращивания штаммов. Тем не менее, из приведенных экспери-
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ментальных данных видно, что у клеточной линии А раувольфии змеи
ной вызванные изменения плоидности клеточной популяции сопровож
дались изменением уровня биосинтеза индолиновых алкалоидов. Сле
довательно, регуляторы роста и некоторые другие подобные биологи
чески активные вещества могут быть использованы не только для ре
гуляции процессов вторичного метаболизма культивируемых клеток 
разных видов растений, разных по типу роста и степени дифференциа
ции, в том числе трансформированных агробактерией [50, 88—97], но 
и для получения новых штаммов, повышенная продуктивность которых 
может быть обусловлена изменениями генетической структуры клеточ
ных популяций, как это показано и другими исследователями [98]. Та
кие вещества представляют несомненный интерес еще и потому, что 
они, в отличие, например, от типичных мутагенов, вызывают, видимо, 
направленные изменения генетической структуры клеточных популяций. 

К о л и ч е с т в о я д е р н о й Д Н К и б и о с и н т е з а л к а л о 
и д о в . Высокодифференцированные, специализированные и интенсив
но функционирующие клетки и ткани интактных растений, в частности, 
запасающие, секреторные, железистые и др. характеризуются, как пра
вило, высоким уровнем плоидности. Следствием их полиплоидизации яв
ляется повышение продуктивности клеточного метаболизма: увеличи
вается транскрипция, трансляция, секреторная активность и т. д. 
[99—101]. 

Результаты исследований, приведенные выше, свидетельствуют о 
том, что у раувольфии установлена определенная зависимость накоп
ления индолиновых алкалоидов от уровня плоидности культивируемых 
клеток. Упомянутые исследования плоидности клеток относятся только 
к пролиферирующей части популяции, поскольку получены они подсче
том числа хромосом в метафазах. Однако процессы клеточного деле
ния и вторичного метаболизма, как правило, разобщены во времени. 
Таким образом, истинное содержание ДНК в клетках, активно накап
ливающих алкалоиды, в приведенных выше опытах было неизвестно. 
Этот вопрос изучали, исследуя разные по продуктивности клеточные 
штаммы, а также интактное растение раувольфии змеиной (см. [102]). 

Было установлено, что клетки верхушечной меристемы и молодых 
листьев интактного растения диплоидны: около 85 % изученных ядер 
содержали от 2 до 4 С ДНК. 

Иную картину наблюдали в культивируемых клетках. Подсчет чис
ла хромосом показал, что изученные штаммы являются миксоплоид-
ными с преобладанием тетраплоидных клеток у линии А и триплоидных 
— у остальных штаммов. Значительная вариабельность установлена у 
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них и по содержанию ДНК. Размах изменчивости по этому признаку 
был широким в течение всего пассажа, клетки распределялись в клас
сы от 1 С до 27—30 С. Отдельные ядра штамма К-20 на 40-е сут роста 
содержали 56 С и более ДНК, максимальное количество ДНК (115 С) 
отмечено в некоторых ядрах штамма К-27 на 60-е сут роста. 

Среднее содержание ДНК на ядро в течение пассажа линии А и 
более продуктивного штамма К-20 изменялось по-разному. У линии А 
содержание ДНК на ядро в течение первых 20 сут роста составляло 
около 10 С и существенно не менялось, а к концу пассажа несколько 
возрастало (рис. 5, а). У штамма К-20 колебания в течение пассажа 

ДНК,С 

были более существенными, и на 40-е сут количество ДНК на ядро 
увеличилось в пять раз — с 7,2+1,9 до 35,1 + 1,8 С (рис. 5, б). Среднее 
содержание ДНК в клетках суспензионной культуры RIII значительно 
возрастало с 20-х до 40-х сут пассажа, хотя и не столь резко, как в 
штамме К-20 (рис. 5, г). Следует отметить подобие кривых изменчи
вости среднего содержания ДНК на ядро и содержания алкалоидов 
в культуре ткани (рис. 5, 6). Другими словами, в данных опытах усиле
ние синтеза алкалоидов сопровождалось увеличением среднего коли
чества ДНК на ядро. Такое же явление наблюдали и у других высо
копродуктивных штаммов К-27 и А-10С, где количество ДНК анализи
ровали с момента начала активного синтеза алкалоидов и до завер
шения процессов их накопления (см. рис. 5, 6). 

Увеличение количества ДНК на ядро в изученных штаммах напоми
нает динамику числа высокоплоидных митозов в течение пассажа, опи
санную выше на примере линии А (см. рис. 2, г), но в данном случае 
этот процесс был сдвинут на более поздние сроки роста, он наблюдал
ся на фоне почти полного отсутствия митозов и был более резко 
выражен. 

Следует отметить несоответствие между данными подсчета числа 
хромосом и содержанием ДНК на ядро. В частности, максимальные по 
уровню плоидности клетки содержали 6—8, редко 10—15 и более набо
ров хромосом, модальный класс изученных штаммов составляли три-
или тетраплоидные клетки. Количество же ДНК на ядро в среднем со
ставляло более 10 С, значительная часть ядер содержала более 14 С, 
вплоть до 30 С; отмечены ядра, содержащие от 36 до 115 С ДНК. Для 
выявления причины этого несоответствия на примере линии А в мак
симуме митотической активности (на 5-е сут роста) было проанализи
ровано количества ДНК отдельно в интерфазных и профазных ядрах 
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(рис. 7, б, в). Отсюда следует, что в культивируемых клетках по 
сравнению с интактным растением количество ДНК на гаплоидный на
бор хромосом в 2 раза больше. 

Таким образом, культивируемые клетки изученных штаммов рау-
вольфии змеиной представляют собой миксоплоидные клеточные попу
ляции с преобладанием полиплоидных клеток, штаммы характеризуют
ся также широким размахом изменчивости по содержанию ядерной 
ДНК- При переходе к процессам вторичного метаболизма (накоплению 
алкалоидов) в клетках количество ДНК на ядро резко возрастает. У бо
лее продуктивных штаммов количество ДНК возрастает значительно 
сильнее. Следовательно, усиление синтеза алкалоидов в культуре тка
ни раувольфии змеиной сопровождалось интенсивной предшествующей 
эндорепликацией ядерной ДНК. 

В а р и а б е л ь н о с т ь п о с л е д о в а т е л ь н о с т е й г е н о м 
н о й Д Н К . Одной из причин увеличения количества ДНК на геном 
в культивируемых клетках раувольфии может быть амплификация оп
ределенных последовательностей, что было показано в ряде экспери
ментов (см. [103, 104]). 

Амплифицированные последовательности, обнаруженные у клеточ
ной линии А (рис. 8), не исчезают при дальнейшем пассировании. Бо
лее того, они сохранились у ряда других штаммов, полученных из ли
нии А как экспериментальным мутагенезом, так и длительной ступен
чатой селекцией на специально разработанных питательных средах. 
Рестрикционный анализ геномов многих таких штаммов, отличающихся 
не только продуктивностью, но и уровнем плоидности и размахом ка-
риотипической изменчивости, показал сходный набор амплифицирован-
ных фрагментов. Видимо, клетки, несущие амплифицированные после
довательности, являются мажорным (модальным) классом, и присут
ствие таких последовательностей трудно объяснить одним лишь изме
нением плоидности, в том числе наличием анеуплоидных клеток. 
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Результаты дот-гибридизации, приведенные в табл. 4, показывают, 
что лишь небольшое количество (20—40 %) меченых повторов расте
ния и каллусных тканей раувольфии гибридизуется с суммарными ДНК 
как в «прямой» так и «обратной» реакциях гибридизации. В то же вре
мя сравнение ДНК двух клеточных штаммов обнаруживает высокую 
степень гомологии (70—90%). Эти результаты свидетельствуют о зна
чительных изменениях фракции повторяющихся последовательностей в 

ядра°/о 
20 г 

"Рис. / . распределение клеток линии А на 5-е сут роста по числу наборов хромосом (а) 
и по содержанию ДНК на ядро в интерфазных (б) и профазных (в) клетках 
геноме культивируемых клеток. Для сравнения: отличия между повто
рами интактного растения и каллусов раувольфии такие же, как между 
далекими видами одного семейства (например, между пшеницей и ов
сом у злаков) (см. [105]). 

Различия в степени гибридизации, выявленные как в «прямой», 
так и «обратной» реакциях гибридизации, свидетельствуют о том, что 
культивирование растительных клеток может сопровождаться диверген
цией повторяющихся последовательностей. Однако, как и в случае куль
тивируемых клеток скерды [106], масштабность обнаруженных отли
чий не может быть объяснена только лишь дивергенцией повторов. 

Из рис. 9 видно, что ДНК интактного растения и двух клеточных 
штаммов раувольфии отличаются по скорости реассоциации, при этом 
ДНК каллусов реассоциирует быстрее в широком интервале значений 
параметра Cot. Это подтверждает увеличение общей доли повторяю
щихся последовательностей в геномах культивируемых клеток. 

Данные, приведенные в табл. 5, свидетельствуют о том, что до
ля повторов (Cot до 100) в геномах культивируемых клеток возрастает 
с повышением уровня их плоидности. Следовательно, умножение гено
ма в целом (полиплоидизация) сопровождалось в изученном случае 
Т а б л и ц а 4 

Гомология позторгющихся поолед)затгльностей генома интактного растения 
и культивируемых клеток раувольфии змеиной, % (по [102] ) 
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процессом избирательного умножения (эндоредупликации или амплифи
кации) повторяющихся последовательностей. 

Таким образом, анализ клеточной линии А и полученных на ее ос
нове более продуктивных штаммов показал значительное переустрой
ство их генома. Насколько существенно эти перестройки влияют на 
продуктивность, сказать трудно. Тем не менее, следует отметить, что 

а о в г д 
г Р

Р а™ ! ?ас^ т а к о й ж е анализ, проведенный на приме-
которых клеточных штаммах Р е «молодых» культур тканей рауволь -
раувольфии змеиной: а — линия фии (от первичного каллуса до 1,5-летне-А; ^ ~ штамм А-ЮС; в— г 0 пассирования), выявил отсутствие 
штамм К-20; г — штамм К-27- ТЛГ\ЛЛ 
d-штаммФ столь значительных перестроек [104]. 

«Молодые» культуры алкалоиды накап
ливали в следовых количествах. 

И з м е н ч и в о с т ь с п е к т р а б е л к о в . Изучение белкового по
лиморфизма, идентифицируемого электрофоретически, широко применя
ется в генетике, особенно в биохимической и популяционной генетике. 
Использование данных электрофореза белков в исследованиях культи
вируемых клеток затруднено некоторыми особенностями клеточных по
пуляций. Главная проблема здесь не столько в отсутствии полового про
цесса или в высоком уровне изменчивости популяций, сколько в невоз
можности сегодня однозначно трактовать полученные результаты. Установленная изменчивость может быть следствием как мутаций, так и модификаций, а критериев биохимических отличий, возникших из-за структурных изменений генома, от результатов изменения регуляции его функционирования, сегодня нет. Тем не менее, электрофоретическое изучение белкового полиморфизма и, особенно, изменчивости спектра 
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ре «молодых» культур тканей рауволь-
фии (от первичного каллуса до 1,5-летне
го пассирования), выявил отсутствие 
столь значительных перестроек [104]. 
«Молодые» культуры алкалоиды накап
ливали в следовых количествах. 



ключевых ферментов биосинтеза целевого продукта может, по крайней 
мере, приблизить нас к пониманию причин и механизмов как низкой, так 
и высокой продуктивности клеточных штаммов. 

Проведенные исследования показали, что спектр растворимых бел
ков был разным у разных клеточных штаммов раувольфии [50, 107]. 
Этот признак, однако, варьировал: установлены значительные измене-

ния в спектре белков при смене условии выращивания клеточной ли
нии А (рис. 10). 

В дальнейших исследованиях, выполненных Е. Г. Алхимовой, изу
чали полиморфизм эстераз. При выборе данной группы ферментов ис
ходили из того, что эстеразы являются ключевыми ферментами в био
синтезе некоторых алкалоидов, в частности, в биосинтезе аймалина у 
раувольфии змеиной [108—110]. 

Было проанализировано 4-летнее растение, первичный каллус и 
культивируемые ткани 5, 13 и 16-го пассажей, полученные от участка 
листа этого растения. В тканях корня растения обнаружены два ком
понента, находящихся в медленномигрирующей зоне полиакриламидно-
го геля с Rm 0,29 и 0,36 (рис. 11). В листе, кроме тех же двух компо
нентов, слабо проявлялся еще один компонент в быстромигрирующей 
зоне. В стебле обнаружены 6 компонентов в медленномигрирующей 
зоне, один из которых совпадал с таковыми листа и корня (Rm 0,29). 
В первичном каллусе (полученном на участке листа) спектр эстераз 
значительно расширился при сохранении компонентов, свойственных 
листу. В дальнейшем число быстромигрирующих форм эстераз умень
шалось и в 13—16-м пассажах (в периоде сформированного штамма) 
обнаруживались лишь 4—5 компонентов в медленномигрирующей зоне 
геля, по подвижности соответствующих таковым первичного каллуса. 

Следует отметить, что у полученных каллусных тканей накопление 
индольных алкалоидов, в том числе аймалина, было сравнительно низ
ким, их содержание не превышало таковое у исходного растения. 

Были изучены также длительно пассируемые штаммы, созданные 
на основе клеточной линии А. Это, кроме линии А, штаммы К-20, К-27, 
Ф, а также суспензионный штамм RIII. На рис. 12 представлены все 
обнаруженные у раувольфии змеиной формы изоэнзимов, пронумеро
ванные в порядке возрастания подвижности. 

Каждый из изученных штаммов характеризовался индивидуальным 
спектром эстераз. Этот спектр не изменялся в течение пассажа, не вы
явлено изменений и при длительном выращивании клеток на иных по 
составу питательных средах. Отличия между штаммами отмечались в 
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зоне быстромигрирующих изозимов, в некоторых случаях — в зоне мед-
ленномигрирующих эстераз. Обнаруживаемые только в культивируемых 
клетках среднемигрирующие эстеразы встречались во всех штаммах. 
Следовательно, спектр эстераз в сформированных штаммах раувольфии 
змеиной мало зависит от условий выращивания и может быть маркер
ным признаком штамма, а спектр растворимых белков подвержен зна
чительным влияниям со стороны внешних условий. 

Поиск возможной связи между уровнем биосинтеза аймалина и 
спектром эстераз показал, что только у наиболее продуктивных штам
мов К-20 и К-27 обнаруживается эстераза № 12 и отсутствуют эстера
зы № 20 и № 16. При более низком уровне синтеза аймалина в быстро-
мигрирующей зоне геля эстеразы не выявлялись либо вовсе (интактное 
растение), либо большинство из них (см. рис. 11, 12). Однако получен
ные данные еще не позволяют сделать выводов о связи той или иной 
формы эстераз с продуктивностью штамма. Можно лишь заключить, что 
при введении клеток раувольфии в изолированную культуру происходит 
резкое расширение спектра эстераз за счет появления быстромигриру
ющих изозимов; спектр эстераз у разных штаммов отличается, он яв
ляется стабильным и существенно не изменяется в разных условиях 
выращивания; изменение уровня биосинтеза аймалина сопровождается 
изменением спектра эстераз преимущественно в области быстромигри
рующих изозимов. Спектр растворимых белков у разных штаммов так
же разный, но он подвержен значительным изменениям под влиянием 
условий выращивания. 

Г е т е р о г е н н о с т ь и н а с л е д у е м о с т ь п р и з н а к а «со
д е р ж а н и е а л к а л о и д о в » . Генетическая гетерогенность клеточ
ных популяций, описанная выше, должна приводить и к неоднородности 
культуры по многим признакам, в том числе и по способности к на
коплению вторичных продуктов биосинтеза. Изучение гетерогенности по 
содержанию алкалоидов группы индолина и наследуемости этого при
знака было проведено совместно с Бахтиным и др. [111] на примере 
клеточной линии А. Схема исследований была следующей. 

Ткань выращивали с интервалом пересадок 30—40 сут. Во время 
пересадок из каждой колбы брали от 1 до 7 небольших, около 1 г, ку
сочков ткани и пересаживали на свежую среду. Остальную массу тка
ни использовали для анализа содержания индолиновых алкалоидов на 
60-е сут роста. В следующем пассаже для пересадки, проводившейся 
аналогичным образом, преимущество отдавали субкультурам, в которых 
было обнаружено высокое содержание алкалоидов. Анализ вели в те
чение 10 пассажей в вариантах с пересадками 30 сут и 7 пассажей при 
пересадках через 40 сут. Наследуемость признака «содержание индоли
новых алкалоидов» оценивали на основе корреляции «родители — по
томки» по формуле [112]: 

где h2 — наследуемость признака; сгп
2 — дисперсия признака в популя

ции; 0к2 — средняя дисперсия признака в клонах. 
У клеточной линии А обнаружен широкий размах изменчивости по 

содержанию алкалоидов группы индолина (почти четырехкратные раз
личия крайних образцов по содержанию алкалоидов). Распределение 
одновершинно, кривые распределения примерно симметричны (рис. 13). 
Следовательно, признак «содержание индолиновых алкалоидов» фено-
типически реализуется как типично количественный признак, контроли
руемый многими независимо варьирующими факторами среды. 

Особенности фенотипической реализации признака не позволяют 
сделать какого-либо заключения о характере его наследственной регу
ляции, поскольку в случае количественных признаков одни и те же 
кривые распределения могут появляться как при наследственной одно
родности популяций по изучаемому признаку, так и при сильной на-
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следственной гетерогенности по этому признаку. О присутствии наслед
ственного компонента вариабельности можно судить по влиянию отбора 
на величину популяционной средней и по наличию или отсутствию кор
реляции между «родителями» и «потомками». 

Как видно из данных табл. 6, в обоих вариантах опыта наблюда
лась тенденция к повышению содержания алкалоидов в ходе отбора. 
Коэффициенты корреляции содержания индолиновых алкалоидов в 

проведенных исследованиях у «родителей» и полученных от них «потом
ков» варьировали в широких пределах от —0,48 до +0,89, что, по-ви
димому, можно объяснить не только малым числом изученных образцов 
и высокой вариабельностью самого признака, но и известным антаго
низмом процессов пролиферации и дифференциации клеток. Суммарные 
коэффициенты корреляции, численно равные коэффициентам наследу
емости признака «содержание алкалоидов», составили +0,45 в случае 
пересадки ткани на 30-е сут и +0,12 — при пересадке на 40-е сут. 

Изложенные данные показывают, что линия А не только феноти-
пически гетерогенна по содержанию алкалоидов группы индолина, но 
и наследственно гетерогенна по этому признаку. Об этом свидетельст
вуют как тенденция к повышению среднего содержания индолиновых 
алкалоидов в ходе проводившегося отбора, так и отличные от нуля ве
личины полученных коэффициентов наследуемости. 

Э ф ф е к т и в н о с т ь п о д д е р ж и в а ю щ е г о о т б о р а . Опыт 
культивирования растительных тканей in vitro показал, что многие 
культуры в результате пересадок снижают или совсем теряют способ
ность накапливать вещества специализированного обмена из-за возник
новения малоактивных, но более жизнеспособных вариантов. Чтобы из
бежать резкого падения продуктивности и сохранить биосинтетическую 
активность штаммов, следует, видимо, применять поддерживающий от
бор, интенсивность которого должна определяться изменчивостью селек
тируемых признаков. 

Опираясь на положительные значения коэффициентов наследуемос
ти признака «содержание индолиновых алкалоидов», были осуществле
ны опыты по применению поддерживающего отбора у клеточной линии 
А [113]. Поддерживающий отбор вели, пересаживая ткани в разные 
сроки: а) через 30 сут (в экспоненциальную фазу роста); б) через 
40 сут— культура переходит в стационарную фазу роста; в) через 
60 сут, когда культура уже закончила свой рост и наблюдаются лишь 
отдельные очаги деления полиплоидных клеток. Отбор проводили с ис
пользованием для пересадки культуры тканей, в которых содержание 
индолиновых алкалоидов не уступало средним показателям для дан
ной? пассажа. 
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В результате у линии А при применении поддерживающего отбора 
через 30 и 40 сут удалось значительно увеличить продуктивность куль
туры (рис. 14). При пересадках субкультур через каждые 60 сут под
держивающий отбор оказался неэффективным. По-видимому, в клеточ
ных популяциях таких субкультур протекает естественный отбор в 
пользу низкодифференцированных вариантов с пониженным синтезом 
алкалоидов. 

Применяя в течение ряда лет поддерживающий отбор, удалось по
высить средний выход биомассы на 10 %, накопление индолиновых ал
калоидов с 0,51+0,03 % до 0,71 ±0,04 %, содержание аймалина до 
0,50+0,03%. Полученные в отдельных случаях более высокие показа
тели продуктивности в дальнейших пассажах уменьшались. 

С о м а к л о н а л ь н а я и з м е н ч и в о с т ь . Исходя из высокого 
уровня гетерогенности клеточных популяций раувольфии и учитывая по
ложительное значение коэффициента наследуемости признака «содер
жание индолиновых алкалоидов», теоретически возможно получение 
разных по продуктивности клеточных клонов. Такие клоны были вы
делены и изучены [114]. 

Неоднократные попытки получения жизнеспособных пассируемых 
клонов от изолированных протопластов из каллусных и суспензионных 
культур, происходящих от линии А, не увенчались успехом. Клоны по
лучали от отдельных клеток и клеточных агрегатов, используя для это
го цитокинин- и ауксиннезависимый суспензионный штамм RIII. 

Отфильтрованную клеточную суспензию, состоящую из отдельных 
клеток и небольших агрегатов, содержащих до 20—25 клеток, высева
ли в чашки Петри и выращивали в темноте при температуре 27 °С. Все
го было испытано 16 вариантов питательных сред, наиболее удачной 
оказалась среда В5. Однако и на этой среде частота образования ко
лоний была низкой, она не превышала 10~5—10~6. Полученные на сре
де В5 колонии пересаживали на среду без фитогормонов 5С, разрабо
танную для клеточной линии А [70]. Всего получено 32 клона, спо
собных к пассируемому росту на этой среде. Их изучение проводили в 
течение более 5 лет. Клоны характеризовались выровненным ростом, 

Т а б л и ц а 6 
Содержание алкалоидов группы индолина в субкультурах клеточной линии А 
раувольфии змеиной и коэффициенты корреляции «родители—потомки» 
(по [111] с уточнениями и дополнениями) 

№ пассажа 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 

Число 
«клонов» 

19 
25 
32 
21 
24 
47 
40 
23 
18 
18 

18 
22 
22 
37 
16 
11 
11 

Содержание алкалоидов в субкультурах, % от сухой 

М±щ 

Пассирование 
0,72 ±0,036 
0,43±0,017 
0,44 ±0,002 
0,79±0,037 
0,78 ±0,042 
0,81 ±0,028 
0,86 ±0,023 
0,84±0,036 
0,74 ±0,044 
0,88 ±0,037 

Пассирование ' 
0,64 ±0,055 
0,50 ±0,027 
0,72 ±0,028 
0,73 ±0,021 
0,60 ±0,035 
0,68 ±0,032 
0,84 ±0,038 

массы 

Lim 

через 30 сут 
0,53—1,00 
0,23—0,60 
0,15—0,64 
0,39—1,07 
0,47—1,17 
0,42—1,18 
0,54—1,19 
0,30—1,03 
0,30-0,96 
0,70—1,20 

4ерез 40 сут 
0,31—0,86 
0,35—0,65 
0,47—1,02 
0>,36—0,89 
0,43—0,91 
0,52—0,78 
0,65—1,05 

Cv 

21,9 
20,0 
2,8 

21,6 
26,3 
22,5 
16,9 
20,2 
25,2 
17,7 

36,5 
25,4 
17,9 
17,1 
23,3 
15,7 
15,1 

Коэффициент 
корреляции 

— 
—0,362 

0,459 
0,016 
0,125 
0,886 
0,570 
О',330 

—0,476 
0,601 

.— 
0,494 
0,113 

—0,374 
0,851 

—0,211 
—0,141 
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отличались друг от друга по типу и темпу роста, морфологии, способ
ности к биосинтезу алкалоидов. 

В табл. 7 приведены некоторые результаты изучения суммы алка
лоидов и алкалоидов группы индолина в 10 разных клонах. Видно, что 
накопление алкалоидов в них было низким. Постоянный отбор по тем
пу роста и периодический (через 5—6 пассажей) поддерживающий от
бор по признаку «содержание индолиновых алкалоидов» оказались ма
лоэффективными. Селекция несколько повысила продуктивность лишь 
V трех из десяти детально , 0 
изученных образцов. В ре- r J 

зультате клоны № 10 и № 29 40 
приблизились по продуктив 
ности до уровня исходного JO у 
штамма, а у 

201 при такой же сумме алкало
идов накопление индолино
вых алкалоидов к концу ис
следования вдвое превыси
ло таковое у исходного 
штамма RIII. 

Н и з к у ю ПРОДУКТИВНОСТЬ JQ 
полученных клонов можно 
объяснить тем, что в исход- 20 
ной весьма гетерогенной 
клеточной популяции спо- 10 У 
собностью к образованию 
колоний обладали, вероятно, 
клетки с низкой потенци
альной способностью к био- АО 
синтезу алкалоидов. Доля 

30 
20 

Рис. 14. Распределение культур по 
содержанию индолиновых алкалои- jQ 
дов при использовании поддержи
вающего отбора через 30 (а), 
40 (б) и 60 , (в) сут; /—7 — но
мера отбора (по [113] с уточне
ниями) 

таких клеток в популяции, как уже отмечалось, небольшая, на уровне 
спонтанных мутаций (10~5—Ю-6). 

Видимое противоречие данных по клонированию и результатов изу
чения гетерогенности и наследуемости по содержанию алкалоидов мож
но объяснить тем, что в последнем случае использовали пусть неболь
шие, но участки каллусных тканей массой до 1 г, состоящие из большо
го числа клеток. Такого количества клеток оказалось, видимо, достаточно 
для сохранения особенностей популяции, механизмов ее генетическо
го и физиологического гомеостаза. Антагонизм между процессами про
лиферации и вторичного метаболизма в этом случае был менее выра
жен, чем при получении клонов от отдельных клеток, хотя и влиял на 
значение коэффициента корреляции содержания индолиновых алкалои
дов у «родителей» и «потомков», увеличивая размах его варьирования. 
Клоны же, полученные от отдельных клеток, лишь после длительного 
отбора могут восстановить исходный уровень биосинтеза алкалоидов и 
в редких случаях превысить его. 

Такая трактовка полученных данных противоречит мнению фран
цузских исследователей, проводивших подобные работы на культивиру
емых клетках Choisya ternata. Эти авторы считают, что для селекции 
линий с повышенным содержанием алкалоидов более эффективен метод 
клонирования протопластов, чем метод клонирования клеточных агре-
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гатов, поскольку агрегатные клоны характеризуются нестабильностью 
накопления алкалоидов [115]. И все же, опираясь на собственный опыт, 
мы считаем возможным предположить, что структурной единицей изу
ченной нами культуры как биологической системы, сохраняющей ее 
способность к биосинтезу алкалоидов, является не отдельная клетка, а 
многоклеточные агрегаты с живой массой не менее 0,1 г. 

Таким образом, клонирование клеточной линии А и ее производ
ных для получения более продуктивных вариантов в изложенных экспе
риментах оказалось весьма трудоемким. Главная причина этого в до
вольно сложной и все еще мало изученной организации популяции куль
тивируемых клеток как биологической системы, процессы восстановле
ния ряда особенностей которой как системы после вычленения ее ком
понентов— отдельных клеток достаточно длительны. 

У с т о й ч и в о с т ь к 5-м е т и л т р и п т о ф а н у и п р о д у к 
т и в н о с т ь . Резистентность к токсичным аналогам аминокислот в ря
де случаев сопровождается суперсинтезом основной аминокислоты 
[116]. Селекция клеток, устойчивых к 5-метилтриптофану (5-МТ), мо
жет привести к повышенному синтезу триптофана, который является 
исходным в биосинтезе индольных и индолиновых алкалоидов [117— 
119]. Однако повышенный синтез триптофана у клеточных линий, устой
чивых к 5-МТ, далеко не всегда сопровождается интенсификацией на
копления алкалоидов, как это показано, например, для Catharanthus 
roseus [117]. Описано даже снижение синтеза у таких клеток, напри
мер, аймалицина у того же С. roseus [118]. Тем не менее, учитывая, 
что в клеточных штаммах раувольфии змеиной конкуренция за общий 
субстрат процессов первичного метаболизма и накопления алкалоидов 
незначительна [107], у таких клеток в ряде случаев можно ожидать 
повышенного накопления индолиновых алкалоидов. Исходя из этого 
была проведена длительная ступенчатая селекция клеток раувольфии 
змеиной, где исходным материалом служила клеточная линия А [120]. 

Культивируемые клетки раувольфии змеиной оказались весьма чув
ствительными к 5-МТ, добавление которого в питательную среду в ко
личестве 50 мг/л в течение 2—3 недель полностью подавляло их рост. 
Однако при ступенчатом повышении концентрации 5-МТ в питательной 
среде с 10 мг/л до 100 мг/л из популяции клеток линии А были вы
делены клетки (вероятно, спонтанные мутанты), способные к росту в 
присутствии высоких концентраций антиметаболита. Селекцию вели по 
следующей схеме. 

Кусочки исходной ткани 45-дневного возраста массой около 0,3 г 
перенесли на среду, содержащую 10 мг/л 5-МТ. Через 45 сут роста была 
отобрана пробирка с наилучшим приростом биомассы, и ткань расса
жена на среду, содержащую 30 мг/л 5-МТ. (Во всех дальнейших пас-
Т а б л и ц а 7 
Содержание алкалоидов в клонах, полученных от отдельных клеток штамма RIII 
суспензионной культуры раувольфии змеиной* 

№ клона 

Сумма алкалоидов 

6-й** 21-й 46-й 

Индолиновые алкалоиды 

6-й 21-й 46-й 

4 
10 
14 
16 
20 
27 
28 
29 
30 
31 

1,04 
1,17 
1,25 
— 

1,27 
1,03 
1,10 
1,08 
1,01 
1,35 

1,23 
1,17 
0,95 
— 

1,30 
1,01 
1,13 
1,02 
0,9-5 
1,40 

0,80 
0,90 
1,21 
0,90 
0,90 
— 

1,04 
0,80 
0,93 
1,34 

0,16 
0,09 
0,20 
0,19 
0,07 
0,05 
0,14 
0,07 
0,38 
0,10 

0,26 
0,08 
0,33 
0,07 
0,09 
0,08 
0,03 
0,35 
0,24 
0,40 

0,21 
0,39 
0,22 
0,04 
0,10 
0,05 
0,04 
0,30 
0,38 
0,71 

* Содержание суммы алкалоидов и индолиновых алкалоидов в исходном штамме RIII 
соответственно 1,40 и 0,42 %; ** номер пассажа. 
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сажах для пересадки использовали ткань только из одной пробирки с 
наилучшим приростом биомассы.) В следующем пассаже концентра
цию 5-МТ в питательной среде увеличили до 50 мг/л. В дальнейшем 
в течение шести пассажей ткань культивировали на среде, содержащей 
100 мг/л 5-МТ. После этого (спустя девять пассажей на среде с 5-МТ) 
ткань выращивали на контрольной среде без антиметаболита. Спустя 
три пассажа выращивания на контрольной среде в отселектированных 
на устойчивость к 5-МТ тканях было определено содержание алкалои
дов. Оказалось, что сумма алкалоидов в них равнялась 2,14+0,12 %, 
а содержание индолиновых алкалоидов — 0,68+0,04, что было выше, 
чем в линии А (1,95+0,13 % и 0,59+0,07 % соответствующих алкалои
дов). В дальнейшем среду 5 С заменили средой 6 С (содержащей б % 
сахарозы), а для пересадки опытных тканей использовали колбы с наи
большей продуктивностью. Для этого перед очередной пересадкой опре
деляли содержание алкалоидов в колбах с лучшим ростом, пересаживая 
лишь ткань с наибольшим содержанием алкалоидов. В результате та
кой селекции по признакам «темп роста» и «содержание индолиновых 
алкалоидов», начиная с 6-го пассажа, содержание индолиновых алкало
идов в полученных тканях превышало 1 %, а после 10 циклов селек
ции было не ниже 1,2%. Всесторонний цитологический, биохимический 
и генетический анализ показал существенные отличия полученной куль
туры от исходной линии А и этой ткани был дан статус штамма с на
званием К-20. 

Проведенные в дальнейшем еще три цикла отбора на среде с 5-МТ 
по описанной выше схеме, где исходным материалом служил штамм 
К-20, позволили получить новую клеточную линию, накапливающую не 
менее 2,3 % индолиновых алкалоидов, а содержание аймалина колеба
лось в ней в пределах 1,8—2,1 %. 

Таким образом, на примере клеточной линии А нами была показа
на возможность повышения продуктивности и получения более продук
тивных штаммов путем ступенчатой селекции на среде, содержащей 
5-МТ. Отселектированные клеточные линии сохраняли устойчивость к 
антиметаболиту при дальнейшем выращивании на обычной питательной 
среде в течение, по крайней мере, 1 года культивирования. 

У с л о в и я в ы р а щ и в а н и я и п р о д у к т и в н о с т ь . Накоп
ление продуктов специализированного обмена клетками in vitro, как 
любой фенотипический признак, является результатом взаимодействия 
генотипа и условий среды. Создание оптимальных условий для реализа
ции этого признака представляет определенную сложность. Она обус
ловлена, прежде всего, антагонизмом между процессами пролиферации 
и вторичного метаболизма. Эта трудность может быть решена в ряде 
случаев так называемым двухэтапным (многоэтапным) культивирова
нием. Суть такого культивирования состоит в том, что на первых эта
пах роста клеток создаются условия для их интенсивного деления и 
прироста биомассы, а на последующих — для активного накопления це
левых продуктов (см. [9, 121 —128]). 

Составы сред для каждого этапа создаются, как правило, эмпири
чески. Но здесь накоплен уже определенный опыт, позволяющий сде
лать некоторые обобщения. Наиболее интересной, по нашему мнению, 
является гипотеза, высказанная Воллосовичем [32]. По Воллосовичу, 
культивировать клетки растений следует, моделируя особенности тро
фики органов интактного растения. Для этого устанавливается соотно
шение минеральных элементов в том органе растения, где происходит 
наиболее интенсивное накопление целевых продуктов. На основе полу
ченных данных проводится оптимизация питательной среды. У рауволь-
фии змеиной при этом содержание алкалоидов группы индолина в куль
тивируемых клетках прямо пропорционально концентрации углеводов в 
среде. Такой подход позволил, по данным А. Г. Воллосовича, достиг
нуть накопления аймалина до 4—6%, что значительно выше, чем у 
исходной каллусной ткани — клеточной линии А (0,3—0,5%) и в кор
нях интактного растения (0,3 %) . 
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Однако и этот подход не универсален, поскольку функционирова
ние клеток in vitro существенно отличается от такового in vivo. Это 
обусловлено не только нарушением коррелятивных связей организма 
и формированием новой биологической системы — популяции культи
вируемых клеток, где изменена регуляция физиологических процессов. 
Популяции культивируемых клеток генетически весьма гетерогенны, их 
геном подвержен значительным перестройкам. Изменяется не только 
структура генома, но и особенности его функционирования. В послед
нем случае для примера достаточно упомянуть, что культивируемые 
клетки многих изученных растений накапливают вторичные метаболи
ты либо вовсе не свойственные исходным растениям, либо синтезируе
мые в незначительном количестве или на какой-то определенной ста
дии онтогенеза, чаще всего ювенильной, а то и продукты незавершен
ного биосинтеза (см., например, [1, 10, 16, 29, 54, 129—141]). Следова
тельно, вопросы регуляции биосинтеза целевого продукта сложны и 
практически мало изучены. Тем не менее, полученные данные позволя
ют сделать предположение о том, что, по-видимому, в случае каждого 
штамма для наиболее полной реализации его генетических потенций 
необходимо подбирать условия выращивания индивидуально. Каждый 
штамм, даже родственные штаммы, проявляют специфическую реакцию 
на изменение условий выращивания. В наших исследованиях с рауволь-
фией это было показано в эксперименте [50]. 

Изучали влияние светового и температурного режимов выращива
ния, концентрации углеводов и различных типов фитогормонов, а также 
ряда других факторов на продуктивность. Выло установлено, что про
дуктивность клеточной линии А и полученных от нее штаммов К-20 и 
К-27 менялась по-разному при изменении условий культивирования. 
В ряде случаев изменения продуктивности были противоположными по 
направленности. Например, из данных, приведенных в табл. 8, видно, 
что увеличение количества сахарозы в питательной среде с 5 до 10 % 
вызвало увеличение накопления индолиновых алкалоидов у линии А и 
снижение продуктивности штамма К-20. Одновременное с этим снижение 
температуры выращивания до 19 °С у обоих штаммов выявило тенден
цию к повышению продуктивности, а дальнейшее повышение концентра
ции сахарозы до 1 5 % — к снижению продуктивности обоих штаммов. 

Т а б л и ц а 8 
Влияние разных концентраций сахарозы и пониженной 
температуры выращивания на продуктивность культивируемых 
клеток раувольфии змеиной (по [50\ с дополнениями) 

27 °С, 
27 °С, 
27 °С, 
19 °С, 

Вариант опыта 

5 % сахарозы (контроль) 
10 % сахарозы 
15 % сахарозы 
10 % сахарозы 

Накопление индолиновых алка
лоидов, мг/л в сут 

Линия А Штамм К-20 

3,65±!0,40 4,62 ±0,30 
5,04±0,30* 3,17±0,40* 
1,96±0,40* 1,85 + 0,40** 
4,69 ±0,40 5,03 ±0,20 

* Различия по сравнению с контролем достоверны на уровне зна
чимости Р = 95 %; ** то же, Р = 99,9 %. 

Данные, приведенные в табл. 9, свидетельствуют о разной степени 
возрастания уровня накопления аймалина у линии А и у штаммов К-20 
и К-27 под влиянием одной и той же комбинации фитогормонов в пита
тельной среде. В среднем у штамма К-27 содержание аймалина возрос
ло почти в два раза, у штамма К-20 — в три, а у линии А— более чем 
в 18 раз. При этом обращает на себя внимание то, что при разном ис
ходном (контрольном) накоплении аймалина у изученных штаммов на 
среде с фитогормонами обнаружен практически одинаковый минималь-
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ный уровень, а у штаммов К-20 и К-27— одинаковый и максимальный 
уровень аймалина. У линии А размах варьирования был значительно 
шире за счет сдвига в сторону максимальных значений, превышающих 
19 %. Различия в реакции на изменение некоторых других факторов 
наблюдались и между штаммами К-20 и К-27. 

Приведенный пример является, по нашему мнению, свидетельством 
большей гомогенности и выровненное™ отселектированных штаммов 
К-20 и К-27. Для дальнейшей работы по повышению продуктивности 
более перспективной являет
ся клеточная линия А, по
тенциал продуктивности ко
торой, как видно из табл.9, 
далеко не исчерпан. В луч
ших образцах этой линии 
при выращивании клеток в 
оптимизированных (но дос
таточно сложных) условиях 
накопление аймалина может 
достигать 20%. Задача 
дальнейших исследований — 
стабилизировать накопление 
аймалина на этом уровне, 
который на два порядка 
превышает накопление ай
малина в корнях интактных 
растений. Решение этой задачи повысит рентабельность и экономич
ность биотехнологического производства аймалина, а в итоге — обеспе
чит его конкурентоспособность по сравнению с традиционным путем по-
лучения аймалина из коры корней 5—7-летних растений некоторых ви
дов раувольфии, выращиваемых в тропических условиях. 

Заключение. Клеточные штаммы экономически важных растений 
можно условно разделить на две группы — выделяющие синтезируемые 
продукты специализированного обмена в среду и накапливающие эти 
продукты в клетках. Важные индолиновые алкалоиды раувольфии куль
тивируемыми клетками в питательную среду выделяются в незначи
тельном количестве. Этот процесс можно интенсифицировать различны
ми воздействиями, однако алкалоиды, в частности, аймалин, находя
щийся в питательной среде даже в незначительных количествах, приво
дит к гибели клеток. Следовательно, для раувольфии возможно два ти
па культивирования клеток для получения аймалина — полупроточный 
или накопительный режим. Наши исследования показали, что более эко
номичным является накопительный режим выращивания. При этом 
глубинное выращивание может быть экономически выгоднее, однако 
многолетние исследования позволили получить суспензионные культу
ры, накапливающие несколько более 1 % аймалина на 30-е сут роста. 
В то же время штаммы, выращиваемые поверхностным способом, спо
собны накапливать 4—8 % аймалина, а в оптимальных условиях и до 
20 % • Видимо, это обусловлено одной из особенностей тканевой куль
туры, заключающейся в том, что в отличие от суспензии она состоит из 
морфологически разных клеток, в том числе высокодифференцирован-
ных, часть которых выполняет функцию запасающих клеток [68, 69, 142]. 
Депонирование синтезируемого аймалина в таких клетках, видимо, и 
обеспечивает высокий уровень его накопления, способствуя более пол
ной реализации генетических потенций штамма. 

Приведенные результаты исследований свидетельствуют о том, что 
получение клеточных штаммов, накапливающих до 20 % от сухой массы 
веществ специализированного обмена, возможно не только для культур, 
синтезирующих продукты, практически нейтральные для роста клеток, и 
легко выделяющих их в питательную среду (например, шиконин), но 
и для культур, накапливающих высокотоксичные для клеток вещества, 
в нашем случае — аймалин. Однако для стабильной продукции, особен* 

Т а б л и ц а 9 
Влияние одной и той же комбинации 
фитогормонов в питательной среде на 
содержание аймалина в культивируемых 
клетках раувольфии (% от сухой массы)* 

Штамм Контроль 
Lim 

Опыт 

М±т 

Линия А 0,46±0,08 2,10—19,30 8,46±0,87 
К-20 0,78±0,09 2,05—2,40 2,18±0,20 
К-27 1,20±0,12 2,10—2,40 2,23±0,18 

* Данные получены совместно с Е. Г. Алхимо-
вой. 
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но при крупномасштабном выращивании, учитывая высокий уровень ге
нетической изменчивости и гетерогенности клеточных популяций и авто
селекцию на темп роста, а не на накопление целевого продукта, необхо
димо проводить систематический поддерживающий отбор. Применение 
такого отбора, как свидетельствуют наши данные и результаты выра
щивания культуры ткани в промышленных условиях на Харьковском 
химфармзаводе «Здоровье трудящимся», обеспечивает стабильную про
дуктивность клеточного штамма в течение многих лет. 

Таким образом, популяции культивируемых клеток раувольфии 
змеиной характеризуются высоким уровнем структурно-функциональной 
изменчивости генома, что проявляется, в частности, в изменении струк
туры генома (числа и морфологии хромосом, количества ДНК, вариа
бельности последовательностей ДНК), в изменении спектра белков, 
спектра и количества синтезируемых алкалоидов. Используя высокий 
уровень спонтанной изменчивости, проведена клеточная селекция как 
с помощью метода поддерживающего отбора, так и селективных сред. 
Получены штаммы, накапливающие преимущественно один алкалоид— 
аймалин, содержание которого составляет в сумме синтезируемых ал
калоидов 50 % и более (в интактных растениях содержание аймалина 
не превышает 5 % от суммы всех алкалоидов, накапливаемых в кор
нях). Оптимизация условий выращивания позволила достичь уровня на
копления аймалина 6—8 %, а в отдельных случаях — до 20 % от сухой 
массы, что практически на два порядка выше природного. 

Полученные данные дают основание для предположения о том, что 
дальнейшее изучение особенностей клеточного метаболизма in vitror 
проведение селекционно-генетических и генноинженерных исследований, 
совершенствование технологии выращивания клеток раувольфии позво
лят стабилизировать и, возможно, превысить 20 %-й уровень накопления 
аймалина биомассой культивируемых клеток, получить высокопродук
тивные штаммы раувольфии и по другим важным алкалоидам. 

Автор посвящает эту работу светлой памяти товарища и коллеги^ 
талантливейшего исследователя, высокоэрудированного специалиста в 
области клеточной биотехнологии лекарственных растений, доктора фар
мацевтических наук I Воллосовича Александра Георгиевича), скоропо
стижно ушедшего от нас в расцвете творческих сил. 
В. А. Кунах 

ГЕНОМНА МШЛИВГСТЬ ТА НАКОПИЧЕННЯ 1НДОЛ1НОВИХ АЛКАЛ01Д1В 
У КУЛЬТУР1 КЛ1ТИН РАУВОЛЬФН ЗМ1Ш01, 
RAUWOLFIA SERPENTINA BENTH. 

Р е з ю м е 

Зроблено анал1з л1тературних даних та власних досл1джень, виконаних у 1979— 
199G pp. Головним результатом роботи за цей перюд е одержання нових юптинних 
штамш-лродуцентгв i розробка умов ix вирощування, що шдвищило накопичення 
1ндолiHOBO.ro алкалоГду аймалшу до 6—8%, а в окремих (випадках — до 20%. Це 
майже у 100 раз1в вище пор1вняно з 5—7-р1чними рослинами, що ростуть у трошках. 

V. Л. Kunakh 

GENOME VARIABILITY AND ACCUMULATION OF INDOLINE ALKALOIDS 
IN RAUWOLFIA SERPENTINA BENTH. CELL CULTURE 
S u m m a r y 

Literature data and results of our studies performed in 1979—1993 were summarized, 
The major outcome of our investigations was the establishment of novel cell strains-
producents and the development of conditions for their maintaining that increased the 
accumulation of indoline alkaloid, ajmaline, up to 6—8 % and occasionally up to 
20 %• This is 100-fold higher that of inherent to 5—7 old plants growing in 
tropics. 
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