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Èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê áèîòåõíîëîãèè, â
÷àñòíîñòè ê òåõíîëîãèè âûðàùèâàíè 
ðàñòèòåëüíûõ òêàíåé, è ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíà
äë  ïîëó÷åíè  áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûõ âåùåñòâ, â
÷àñòíîñòè ýêäèñòåðîèäîâ. Ïèòàòåëüíà  ñðåäà,
ïîçâîë þùà  âûðàùèâàòü êëåòî÷íóþ êóëüòóðó
Ajuga reptans L. íà àãàðèçîâàííîé
ìîäèôèöèðîâàííîé ïèòàòåëüíîé ñðåäå, ñîäåðæèò
ìàêðî- è ìèêðîñîëè ïî Ìóðàñèãå-Ñêóãó, ñàõàðîçó �

30 ã/ë, èíîçèòîë � 100 ìã/ë. Âèòàìèíû ïî Ñòàáà
ñîäåðæèò, ìã/ë: ôîëèåâà  êèñëîòà � 0,5;
ðèáîôëàâèí � 0,5; áèîòèí � 1, Ñà-ïàíòîòåíàò � 1,
ïèðèäîêñèí � 1, òèàìèíà õëîðèä � 1, íèêîòèíàìèä �
2, êîáàëàìèí � 0,0015 è ïîëèâèíèëïèðîëèäîí � 2
ã/ë, ñ äîáàâëåíèåì β -ñèòîñòåðèíà îò 5 ìã/ë äî 50
ìã/ë èëè MnSO4⋅ 5Í2Î 606,5 ìã/ë. Èçîáðåòåíèå
ïîçâîë åò óâåëè÷èòü ñîäåðæàíèå ýêäèñòåðîèäîâ â
êëåòî÷íîé êóëüòóðå Ajuga reptans L. 2 òàáë.
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(57) Abstract: 

FIELD: biotechnology, plant tissue cultivation
for production of bioactive substances, in
particular ecdisteroids.

SUBSTANCE: broth for culture Ajuga reptans L.
cultivation on gelatinized modified nutrient
medium contains Murashige-Skoog macro- and
microsalts, saccharose 30 g/l; inositol 100 mg/l:
Stab vitamins (mg/l): folic acid 0.5; riboflavin

0.5; biotin 1; Ca-pantothenate 1; pyridoxine 1;
thiamin chloride 1; nicotine amide 2; cobalamine
0.0015; and polyvinyl pyrrolidone 2 g/l with
addition of beta-sitosterol 5-50 mg/l or MnSO4x5H2O
606.5 mg/l.

EFFECT: cell culture Ajuga reptans L. with
increased content of ecdisteroids.

2 tbl, 5 ex
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Èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê áèîòåõíîëîãèè, â ÷àñòíîñòè ê òåõíîëîãèè âûðàùèâàíè 
ðàñòèòåëüíûõ òêàíåé, è ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíî äë  ïîëó÷åíè  áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûõ
âåùåñòâ, â ÷àñòíîñòè ýêäèñòåðîèäîâ.

Ïèòàòåëüíà  ñðåäà äë  âûðàùèâàíè  êëåòî÷íîé êóëüòóðû Ajuga reptans L. èç ïàòåíòíûõ
èñòî÷íèêîâ íå âû âëåíà. Íàèáîëåå áëèçêîé ê çà âëåííîìó èçîáðåòåíèþ  âë åòñ 
àãàðèçîâàííà  ïèòàòåëüíà  ñðåäà äë  âûðàùèâàíè  êëåòî÷íîé êóëüòóðû Ajuga reptans L.
(Âîëîäèí Â.Â. Ýêäèñòåðîèäû â èíòàêòíûõ ðàñòåíè õ è êëåòî÷íûõ êóëüòóðàõ // Àâòîðåôåðàò
äèñ. äîêòîðà áèîë. íàóê. 1999. Ìîñêâà. 52 ñ.) ñëåäóþùåãî ñîñòàâà: ìàêðî- è ìèêðîñîëè
ïî Ìóðàñèãå-Ñêóãó, ñàõàðîçà - 30 ã/ë, èíîçèòîë - 100 ìã/ë è âèòàìèíû ïî Ñòàáà, ìã/ë:
ôîëèåâà  êèñëîòà - 0,5; ðèáîôëàâèí - 0,5; áèîòèí - 1; Ñà-ïàíòîòåíàò - 1; ïèðèäîêñèí -
1; òèàìèíà õëîðèä - 1; íèêîòèíàìèä - 2; êîáàëàìèí - 0,0015 è ïîëèâèíèëïèðîëèäîí - 2
ã/ë. Äàííûé ñîñòàâ ïèòàòåëüíîé ñðåäû íå ïîçâîë åò ïîëó÷èòü êëåòî÷íûå êóëüòóðû ñ
âûñîêèì ñîäåðæàíèåì ýêäèñòåðîèäîâ.

Òåõíè÷åñêèé ðåçóëüòàò íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ñîñòîèò â îïðåäåëåíèè ñîñòàâà
ïèòàòåëüíîé ñðåäû äë  ïîëó÷åíè  êëåòî÷íîé êóëüòóðû Ajuga reptans L. ñ âûñîêèì
ñîäåðæàíèåì ýêäèñòåðîèäîâ.

Òåõíè÷åñêèé ðåçóëüòàò äîñòèãàåòñ  òåì, ÷òî êëåòî÷íóþ êóëüòóðó Ajuga reptans L.
âûðàùèâàþò íà àãàðèçîâàííîé ïèòàòåëüíîé ñðåäå, êîòîðà  â îòëè÷èå îò ïðîòîòèïà
ñîäåðæèò äîïîëíèòåëüíî β -ñèòîñòåðèí 5-50 ìã/ë èëè äîïîëíèòåëüíî MnSO4⋅ 5H2O 606,5
ìã/ë.

Ïðèìåð 1. Êîíòðîëü (ïî ïðîòîòèïó).
Äë  ïîëó÷åíè  êëåòî÷íîé êóëüòóðû Ajuga reptans L. ãîòîâèëè ïèòàòåëüíóþ ñðåäó,

èñïîëüçó  õèìè÷åñêè ÷èñòûå ðåàêòèâû. Ãîòîâèëè àãàðèçîâàííóþ ïèòàòåëüíóþ ñðåäó
ñëåäóþùåãî ñîñòàâà: ìàêðî- è ìèêðîñîëè ïî Ìóðàñèãå-Ñêóãó, ñàõàðîçà - 30 ã/ë, èíîçèòîë
- 100 ìã/ë è âèòàìèíû ïî Ñòàáà, ìã/ë: ôîëèåâà  êèñëîòà - 0,5; ðèáîôëàâèí - 0,5;
áèîòèí -1; Ñà-ïàíòîòåíàò - 1; ïèðèäîêñèí - 1; òèàìèíà õëîðèä - 1; íèêîòèíàìèä - 2;
êîáàëàìèí - 0,0015 è ïîëèâèíèëïèðîëèäîí - 2 ã/ë. Ñðåäó ñòåðèëèçîâàëè â àâòîêëàâå 10
ìèí ïðè 1 àòì. ×àøêè Ïåòðè ñòåðèëèçîâàëè â ñóõîæàðîâîì øêàôó ïðè 180° Ñ, çàâåðíóòûå
â áóìàãó Êðàôò. Â ñòåðèëüíîì áîêñå â ÷àøêè Ïåòðè ðàçëèâàëè ïî 40 ìë ïèòàòåëüíîé
ñðåäû. Ïåðâè÷íóþ êëåòî÷íóþ êóëüòóðó Ajuga reptans L. ïàññèðîâàëè íà àãàðèçîâàííóþ
ñðåäó. ×àøêè Ïåòðè òåðìîñòàòèðîâàëè ïðè 26±1°Ñ â óñëîâè õ òåìíîòû. Ñïóñò  4 íåäåëè
îïðåäåë ëè èíòåíñèâíîñòü ðîñòà è ñîäåðæàíèå ýêäèñòåðîèäîâ â êëåòî÷íîé êóëüòóðå.
Èíòåíñèâíîñòü ðîñòà îïðåäåë ëè ïî èçìåíåíèþ ñûðîé ìàññû êëåòîê â öèêëå âûðàùèâàíè .
Ïîâòîðíîñòü âàðèàíòîâ äë  êëåòî÷íûõ êóëüòóð 5-òè êðàòíà .

Ýêäèñòåðîèäû îïðåäåë ëè â áèîìàññå êëåòî÷íûõ êóëüòóð, êîòîðóþ âûñóøèâàëè ïðè
60 ° Ñ â òå÷åíèå 24 ÷àñîâ. 50-80 ìã âûñóøåííîé èçìåëü÷åííîé ïðîáû ýêñòðàãèðîâàëè
ìåòàíîëîì â òå÷åíèå 16-18 ÷. Ïîñëå öåíòðèôóãèðîâàíè  àëèêâîòó 1 ìë ðàçáàâë ëè
äèñòèëëèðîâàííîé âîäîé (1:4) è ïðîïóñêàëè ÷åðåç êîíöåíòðèðóþùèé ïàòðîí Äèàïàê Ñ 16
(ÁèîÕèìÌàê, Ðîññè ). Ñîðáèðîâàííûå ýêäèñòåðîèäû ýëþèðîâàëè 3 ìë 60%-íîãî ìåòàíîëà
è àíàëèçèðîâàëè ÂÝÆÕ. Àíàëèç ýêäèñòåðîèäîâ èç êëåòî÷íûõ êóëüòóð ïðîâîäèëè íà
õðîìàòîãðàôè÷åñêîé ñèñòåìå Varian, Pro Star (ÑØÀ), êîëîíêà Diasorb C16/T (150× 4ìì)
(ÁèîÕèìÌàê, Ðîññè ), ðàçìåð ÷àñòèö 7 ìêì; ñîñòàâ ýëþåíòà: àöåòîíèòðèë-âîäà (100:20,
ïî îáúåìó); ñêîðîñòü ýëþöèè - 1.5 ìë/ìèí. Äåòåêòèðîâàíèå ïðîâîäèëè ïðè λ =242 íì. Â
êà÷åñòâå ñòàíäàðòîâ âåùåñòâ èñïîëüçîâàëè ýòàëîííûå îáðàçöû ýêäèñòåðîèäîâ,
ïîëó÷åííûå â ëàáîðàòîðèè áèîõèìèè è áèîòåõíîëîãèè ðàñòåíèé (Èíñòèòóò áèîëîãèè Êîìè
ÍÖ ÓðÎ ÐÀÍ). Êîëè÷åñòâî ýêäèñòåðîèäîâ ðàññ÷èòûâàëè ìåòîäîì àáñîëþòíîé êàëèáðîâêè.

Ñîäåðæàíèå â êëåòî÷íîé êóëüòóðå Ajuga reptans L. 20-ãèäðîêñèýêäèçîíà ñîñòàâèëî
0,293 ±0,010 ìã/ã ñóõîé ìàññû, 29-íîðöèàñòåðîíà + 29-íîðñåíãîñòåðîíà - 0,031±0,001
ìã/ã, àþãàëàêòîíà - 0,096±0,010 ìã/ã, ñóììû ýêäèñòåðîèäîâ - 0,420 ìã/ã.

Ïðèìåð 2-4.
Ïîëó÷åíèå êëåòî÷íîé êóëüòóðû ïðîâîä ò àíàëîãè÷íî ïðèìåðó 1, ðàçëè÷èåì  âë åòñ 

äîáàâëåíèå â ñðåäó β -ñèòîñòåðèíà â êîëè÷åñòâå 5 ìã/ë; 25 ìã/ë; 50 ìã/ë. Ðåçóëüòàòû
ïðåäñòàâëåíû â òàáëèöå 1.
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Òàáëèöà 1

Âàðèàíòû Êîíöåíòðà
öè  β - ñèòîñòåðèíà â ñðåäå,

ìã/ë

Èíäåêñ ðîñòà ïî ñûðîé
ìàññå

Ñîäåðæàíèå ýêäèñòåðîèäîâ, ìã/ã ñóõîé ìàññû

20-
ãèäðîêñèýêäèçîí

29-íîðöèàñòå
ðîí + 29-
íîðñåíãîñ
òåðîí

Àþãàëàêòîí Ñóììà
ýêäèñòåðîèäîâ

1 Êîíòðîëü 8,58±0,87 0,293±0,010 0,031±0,001 0,096±
0,010

0,420

2 5 7,36±0,52 0,250±0,010 0,031±0,001 0,233±
0,047

0,514

3 25 10,18±0,76 1,041±0,031 0,567±0,044 0,527±
0,023

2,135

4 50 12,00±0,78 1,228±0,047 0,166±0,007 1,058±
0,089

2,452

Ïðè êîíöåíòðàöèè â ñðåäå β -ñèòîñòåðèíà 5 ìã/ë óâåëè÷åíèå êîíöåíòðàöèè àþãàëàêòîíà
ñîñòàâë åò 242%. Ïðè êîíöåíòðàöèè â ñðåäå β -ñèòîñòåðèíà 25 ìã/ë óâåëè÷åíèå
êîíöåíòðàöèè 20-ãèäðîêñèýêäèçîíà ñîñòàâë åò 355%, êîíöåíòðàöèè 29-íîðöèàñòåðîíà + 29-
íîðñåíãîñòåðîíà - 1830%, êîíöåíòðàöèè àþãàëàêòîíà - 549%, ñóììû ýêäèñòåðîèäîâ - 508%.
Ïðè êîíöåíòðàöèè â ñðåäå β -ñèòîñòåðèíà 50 ìã/ë óâåëè÷åíèå êîíöåíòðàöèè 20-
ãèäðîêñèýêäèçîíà ñîñòàâë åò 419%, êîíöåíòðàöèè 29-íîðöèàñòåðîíà + 29-
íîðñåíãîñòåðîíà - 535%, êîíöåíòðàöèè àþãàëàêòîíà - 1102%, ñóììû ýêäèñòåðîèäîâ - 584%.

Ïðèìåð 5.
Ïîëó÷åíèå êëåòî÷íîé êóëüòóðû ïðîâîä ò àíàëîãè÷íî ïðèìåðó 1, ðàçëè÷èåì  âë åòñ 

äîáàâëåíèå â ñðåäó äîïîëíèòåëüíî ÌnSO4⋅ 5Í2Î 606,5 ìã/ë. Ðåçóëüòàòû ïðåäñòàâëåíû â
òàáëèöå 2.

Òàáëèöà 2

Âàðèàíòû Êîíöåíòðàöè 

MnSO 4⋅ 5H2O, ìã/ë

Èíäåêñ ðîñòà ïî
ñûðîé ìàññå

Ñîäåðæàíèå ýêäèñòåðîèäîâ, ìã/ã ñóõîé ìàññû

20-
ãèäðîêñèýêäèçîí

29-íîðöèàñòåðîí + 29-
íîðñåíãîñòåðîí

Àþãàëàêòîí Ñóììà ýêäèñòå
ðîèäîâ

1 Êîíòðîëü(ïî ïðîòîòèïó)
(24,1)

8,58±0,87 0,293±0,010 0,031±0,001 0,096±
0,010

0,420

5 630,6 13,94±1,70 0,905±0,010 0,401±0,010 0,612±
0,047

1,918

Ïðè êîíöåíòðàöèè â ñðåäå MnSO4⋅ 5H2O 630,6 ìã/ë óâåëè÷åíèå êîíöåíòðàöèè 20-
ãèäðîêñèýêäèçîíà ñîñòàâë åò 309%, êîíöåíòðàöèè 29-íîðöèàñòåðîíà + 29-
íîðñåíãîñòåðîíà - 1294%, êîíöåíòðàöèè àþãàëàêòîíà - 638%, ñóììû ýêäèñòåðîèäîâ - 456%.

Òàêèì îáðàçîì, ïðèìåíåíèå ïðåäëàãàåìîãî ñîñòàâà ïèòàòåëüíîé ñðåäû ïîçâîë åò
óâåëè÷èòü ñîäåðæàíèå ýêäèñòåðîèäîâ â êëåòî÷íîé êóëüòóðå Ajuga reptans L.

Ôîðìóëà èçîáðåòåíè 
Ïèòàòåëüíà  ñðåäà äë  âûðàùèâàíè  êëåòî÷íîé êóëüòóðû Ajuga reptans L.,

õàðàêòåðèçóþùà ñ  òåì, ÷òî îíà ñîäåðæèò êîìïîíåíòû â ñëåäóþùåì êîëè÷åñòâåííîì
ñîîòíîøåíèè, ìã/ë:

Àãàð-àãàð  8000
KNO3 1900
NH4NO3 1650
ÑàÑl2 332
MgSO4⋅ 7Í2Î  370
ÊÍ2ÐÎ4 170
FeSO4⋅ 7Í2Î  27,85
Nà2 ÝÄÒÀ  37,25
Í3ÂÎ3 6,2
ÌnSO4⋅ 5Í2O  24,1

Ñòðàíèöà: 4
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ZnSO4⋅ 7Í2Î  8,6
Nà2ÌîÎ4 0,25
ÊI  0,83
CuSO4⋅ 5Í2Î  0,025
ÑîÑl2⋅ 6Í2Î  0,025
ñàõàðîçà  30000
èíîçèòîë  100
ôîëèåâà  êèñëîòà  0,5
ðèáîôëàâèí  0,5
áèîòèí  1
Ñà-ïàíòîòåíàò  1
ïèðèäîêñèí  1
òèàìèíà õëîðèä  1
íèêîòèíàìèä  2
êîáàëàìèí  0,0015
ïîëèâèíèëïèðîëèäîí  2000
β -ñèòîñòåðèí èëè  5-50
MnSO4⋅ 5Í2Î  606,5
âîäà  äî 1 ë
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