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RU 2 296 154 C1

Èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê áèîòåõíîëîãèè è ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíî â ìåäèöèíñêîé,
ïèùåâîé è ïàðôþìåðíîé ïðîìûøëåííîñòè.

Â íàñòî ùåå âðåì  ïðîâîä òñ  èíòåíñèâíûå èññëåäîâàíè  ïî ïîëó÷åíèþ
ôèòîýêäèñòåðîèäîâ èç ëåêàðñòâåííîãî ðàñòèòåëüíîãî ñûðü  (Ôèòîýêäèñòåðîèäû / Ïîä ðåä.
Â.Â.Âîëîäèíà. Ñàíêò-Ïåòåðáóðã: Íàóêà, 2003, 293 ñ.; Ïàòåíò ÐÔ ¹2153346, ÌÊÈ À 61 Ê
35/78. Ñïîñîá ïîëó÷åíè  ýêäèñòåðîèäîâ / Â.Â.Âîëîäèí, Ñ.Î.Âîëîäèíà; Ïàòåíò ÐÔ
¹2155599, ÌÊÈ À 61 Ê 35/78. Ñïîñîá âûäåëåíè  èíäèâèäóàëüíûõ ñîåäèíåíèé èç ñìåñè
ýêäèñòåðîèäîâ èç íàäçåìíîé ÷àñòè ðàñòåíèé Serratula coronata/ Â.Â.Âîëîäèí,
Ñ.Î.Âîëîäèíà).

Äë  ýòèõ ñîåäèíåíèé ïîêàçàíà ïåðñïåêòèâà èñïîëüçîâàíè  â ñîñòàâå àêòîïðîòåêòîðíûõ,
ñàõàðîñíèæàþùèõ è ðàíîçàæèâë þùèõ ïðåïàðàòîâ, òîíèçèðóþùèõ ïèùåâûõ äîáàâîê è
êîñìåòè÷åñêèõ êîìïîçèöèé (Ôèòîýêäèñòåðîèäû / Ïîä ðåä. Â.Â.Âîëîäèíà. Ñàíêò-Ïåòåðáóðã:
Íàóêà, 2003, 293 ñ.; Ïàòåíò ÐÔ ¹2119331, ÌÊÈ À 61 Ê 9/06, 35/78. Ñðåäñòâî äë  ëå÷åíè 
îæîãîâûõ ðàí "Âèòàäåðì" / Â.Í.Äàðìîãðàé, Ñ.Ì.Ïîòåõèíñêèé è äð.; Patent EP 0436650,
ÌÊÈ À 61 Ê N 7/00. Meybeck A., Bonte F., Phases lamellaires lipidiques hydratees on
liposomes a base d′ecdysteroides.; Ïàòåíò ÐÔ ¹1561263, ÌÊÈ À 61 Ê 35/78. Ñïîñîá ëå÷åíè 
èíñóëèíçàâèñèìîãî ñàõàðíîãî äèàáåòà. / Ì.È.Êîñîâñêèé, Â.Í.Ñûðîâ è äð.)

Àëüòåðíàòèâîé ðàñòèòåëüíîìó ñûðüþ ìîãóò ñëóæèòü êóëüòèâèðóåìûå êëåòêè ðàñòåíèé.
Èçâåñòíûå øòàììû êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê ýêäèñòåðîèäñîäåðæàùèõ ðàñòåíèé, îïèñàííûå
â ëèòåðàòóðå, íå ïðîäóöèðóþò ýòè ñîåäèíåíè  â óñëîâè õ in vitro ëèáî ïðîäóöèðóþò â
êîíöåíòðàöè õ, áîëåå íèçêèõ, ÷åì äèêîðàñòóùèå èëè èíòðîäóöèðîâàííûå âèäû ðàñòåíèé
(Tomas J., Camps F., Claveria E., Coll J., Mele E., Messeguer J. Composition and
location of phytoecdysteroids in Ajuga reptans in vivo and vitro cultures//
Phytochemistry. 1992. V.31. No5. P.1585-1591). Ññûëêè íà äåïîíèðîâàíèå øòàììîâ
ýêäèñòåðîèäñîäåðæàùèõ ðàñòåíèé â äîñòóïíûõ êîëëåêöè õ îòñóòñòâóþò.

Çàäà÷åé íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè   âë åòñ  ïîëó÷åíèå àêòèâíî ðàñòóùåãî øòàììà
ñóñïåíçèîííîé êóëüòóðû ðàñòèòåëüíûõ êëåòîê æèâó÷êè ïîëçó÷åé (Ajuga reptans L.),
õàðàêòåðèçóþùåãîñ  âûñîêèì ñîäåðæàíèåì ôèòîýêäèñòåðîèäîâ.

Øòàìì Ajuga reptans E IVk äåïîíèðîâàí â Ðîññèéñêóþ êîëëåêöèþ êëåòîê âûñøèõ
ðàñòåíèé ïðè Èíñòèòóòå ôèçèîëîãèè èì. Ê.À.Òèìèð çåâà ÐÀÍ ïîä êîëëåêöèîííûì íîìåðîì
63.

Îïèñàíèå èñõîäíîãî ìàòåðèàëà. Èñòî÷íèêîì ïîëó÷åíè  øòàììà ñóñïåíçèîííîé
êóëüòóðû Ajuga reptans ñëóæèëà äëèòåëüíî êóëüòèâèðóåìà  êàëëóñíà  êóëüòóðà, êîòîðà 
áûëà ïîëó÷åíà â 1993 ã. â ëàáîðàòîðèè áèîõèìèè è áèîòåõíîëîãèè ðàñòåíèé Èíñòèòóòà
áèîëîãèè Êîìè ÍÖ ÓðÎ ÐÀÍ èç êîðí  ñòåðèëüíîãî ðàñòåíè  æèâó÷êè ïîëçó÷åé,
âûðàùèâàåìîé â íàó÷íîé êîëëåêöèè óêàçàííîãî Èíñòèòóòà. Êàëëóñíóþ êóëüòóðó
âûðàùèâàëè íà ìîäèôèöèðîâàííîé ñðåäå Ìóðàñèãå-Ñêóãà, ñ äîáàâëåíèåì ñàõàðîçû - 30
ã/ë; 2,4-Ä - 1 ìã/ìë; ÁÀÏ - 0,2 ã/ìë; ìåçî-èíîçèòà - 100 ìã/ë è âèòàìèíîâ ïî Ñòàáà,
ìã/ë: ôîëèåâîé êèñëîòû - 0,5; ðèáîôëàâèíà (Â2) - 0,5; áèîòèíà - 1,0; Ñà-ïàíòîòåíàòà -
1,0; êîáàëàìèíà (Â 12) - 0,0015. ðÍ äî àâòîêëàâèðîâàíè  - 5,8. Äë  ïîëó÷åíè 
ñóñïåíçèîííûõ êóëüòóð êàëëóñíóþ êóëüòóðó ïåðåíîñèëè â æèäêóþ ïèòàòåëüíóþ ñðåäó,
èäåíòè÷íóþ ïî ñîñòàâó ñðåäå, íà êîòîðîé êóëüòèâèðîâàëèñü êàëëóñíûå êóëüòóðû, ñ
èñêëþ÷åíèåì àãàðà. Ïðèìåðíî ÷åðåç äâå íåäåëè ñóñïåíçèîííóþ êóëüòóðó
ôðàêöèîíèðîâàëè, èñïîëüçó  îòñòàèâàíèå â òå÷åíèå 1-2 ìèí (îòáèðàëè ñðåäíþþ ôðàêöèþ).
Ñóñïåíçèè âûðàùèâàëè â êîíè÷åñêèõ êîëáàõ îáúåìîì 500 ìë, ñ 60-70 ìë ñðåäû ïðè 25-
26°Ñ, îòíîñèòåëüíîé âëàæíîñòè âîçäóõà 60%, â òåìíîòå, íà êà÷àëêå, 90-100 êà÷àíèé â
ìèíóòó. Óñòàíîâëåí ñëåäóþùèé ðåæèì ïåðåñåâà: 12±1,5 ìë èíîêóëþìà íà 100 ìë ñðåäû.
Èíòåðâàë ñóáêóëüòèâèðîâàíè  - 12-14 äíåé.

Êóëüòóðàëüíûå ñâîéñòâà øòàììà.
Õàðàêòåð ðîñòà: ñóñïåíçè  áåëîãî öâåòà, èíäåêñ ðîñòà ïî ñûðîé áèîìàññå - 13,02±0,32,

ïî ñóõîé áèîìàññå - 12,69±0,83. Óäåëüíà  ñêîðîñòü ðîñòà ïî ñûðîé áèîìàññå - 0,36±0,03 ñóò
-1, ïî ñóõîé áèîìàññå - 0,32±0,03 ñóò-1, ïî ÷èñëó êëåòîê - 0,31±0,03 ñóò-1. ×èñëî æèâûõ
êëåòîê - 88-92%.
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Öèòîëîãè÷åñêà  õàðàêòåðèñòèêà. Â ñóñïåíçèîííîé êóëüòóðå æèâó÷êè ïîëçó÷åé
ñîäåðæàíèå êðóïíûõ àãðåãàòîâ (>50 êëåòîê â àãðåãàòå) â òå÷åíèå öèêëà êóëüòèâèðîâàíè 
èçìåí ëîñü îò 14,6 äî 63,5%, äîë  ìåëêèõ àãðåãàòîâ (1-4 è 5-20 êëåòîê â àãðåãàòå),
íàîáîðîò, óìåíüøàëîñü. Íà ôèã.1 ïðåäñòàâëåíà àãðåãèðîâàííîñòü ñóñïåíçèîííîé êóëüòóðû
Ajuga reptans ñ öèêëîì êóëüòèâèðîâàíè  îäíà íåäåë 

Êàðèîëîãè÷åñêà  õàðàêòåðèñòèêà.
Ïî ëèòåðàòóðíûì äàííûì (Áîëõîâñêèõ Ç.Â., Ãðèô Â.Ã., Çàõàðüåâà Î.È., Ìàòâååâà Ò.Ñ.

Õðîìîñîìíûå ÷èñëà öâåòêîâûõ ðàñòåíèé. Ë.: Íàóêà, - 1969) ÷èñëî õðîìîñîì â êëåòêàõ
ìåðèñòåìû êîðí  èíòàêòíîãî ðàñòåíè  Ajuga reptans 2n=32. Àíàëèç ðàñïðåäåëåíè  ÷èñëà
õðîìîñîì â êëåòêàõ ñóñïåíçèîííîé êóëüòóðû êîðí  Ajuga reptans âû âèë áîëüøóþ
âàðèàáåëüíîñòü óðîâí  ïëîèäíîñòè. Íà ôèã.2 ïðåäñòàâëåíî ðàñïðåäåëåíèå ÷èñëà
õðîìîñîì â êëåòêàõ ñóñïåíçèîííîé êóëüòóðû Ajuga reptans.

Â ïîïóë öèè êëåòêè ñ ÷èñëîì õðîìîñîì, áëèçêèì ê äèïëîèäíîìó (2n=30-34), ñîñòàâë þò
âñåãî 11%. Â ïðîöåññå äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíè  ïðîèñõîäèò ðåäóêöè  ÷èñëà
õðîìîñîì: ìîäàëüíûé êëàññ (40% ïîïóë öèè) ïðåäñòàâëåí àíåóïëîèäíûìè êëåòêàìè ñ
÷èñëîì õðîìîñîì 25-29. Îáíàðóæåíû òàêæå êëåòêè ñ áîëåå íèçêèì ÷èñëîì õðîìîñîì 20-24
è <20 õðîìîñîì. Â ïîïóë öèè ñóñïåíçèîííîé êóëüòóðû èìåþòñ  è àíåóïëîèäíûå êëåòêè ñ
÷èñëîì õðîìîñîì, çíà÷èòåëüíî ïðåâûøàþùèì äèïëîèäíîå: îò 35 äî 55 è âûøå. Äîë  òàêèõ
êëåòîê ñîñòàâë åò ïðèáëèçèòåëüíî 30%.

Õàðàêòåðèñòèêà áèîñèíòåçà ýêäèñòåðîèäîâ â ñóñïåíçèîííîé êóëüòóðå êëåòîê.
Àíàëèç áèîìàññû êëåòîê íà ñîäåðæàíèå ýêäèñòåðîèäîâ ïðîâîäèëè ìåòîäîì îáðàùåííî-

ôàçíîé ÂÝÆÕ íà àíàëèòè÷åñêîé ñèñòåìå ÂÝÆÕ Varian, Pro Star (ÑØÀ).
Ñîñòàâ ýëþåíòà: âîäà - àöåòîíèòðèë (100:20), ñêîðîñòü ýëþèðîâàíè  1,5 ìë/ìèí; λ=242

íì; êîëîíêà Diasorb C16/T (150×4 ìì; 7 ìêì). Îñíîâíûì êîìïîíåíòîì êëåòî÷íîé áèîìàññû,
êàê è â èíòàêòíûõ ðàñòåíè õ,  âë åòñ  20-ãèäðîêñèýêäèçîí (èñïîëüçóåòñ  â êà÷åñòâå
ñóáñòàíöèè èçâåñòíîãî òîíèçèðóþùåãî ïðåïàðàòà "Ýêäèñòåí"). Â ïðîàíàëèçèðîâàííûõ
îáðàçöàõ áèîìàññû ïðèñóòñòâîâàëè ìèíîðíûå êîëè÷åñòâà ïîëèïîäèíà Â, 29-
íîðãñåíãîñòåðîíà è àþãîëàêòîíà, òàêæå õàðàêòåðíûå äë  èíòàêòíûõ ðàñòåíèé æèâó÷êè
ïîëçó÷åé. Äèíàìèêà íàêîïëåíè  ýêäèñòåðîèäîâ â öèêëå âûðàùèâàíè  íîñèò ïåðèîäè÷åñêèé
õàðàêòåð. Ìàêñèìóì ñèíòåçà ýêäèñòåðîèäîâ ïðèõîäèëñ , êàê ïðàâèëî, íà êîíåö
ýêñïîíåíöèàëüíîé ôàçû (â ñðåäíåì 0,5%). Â ïåðâûå äíè êóëüòèâèðîâàíè  íàáëþäàëîñü
ñíèæåíèå óðîâí  áèîñèíòåçà 20Å. Â òå÷åíèå ýêñïîíåíöèàëüíîé ôàçû ðîñòà íàáëþäàëèñü
âñïëåñêè áèîñèíòåòè÷åñêîé àêòèâíîñòè.

Ïðèìåð êîíêðåòíîãî âûïîëíåíè .
Øòàìì ñóñïåíçèîííîé êóëüòóðû ðàñòèòåëüíûõ êëåòîê æèâó÷êè ïîëçó÷åé êóëüòèâèðóþò íà

ñðåäå óêàçàííîãî âûøå ñîñòàâà ïðè 26°Ñ â òåìíîòå. Â ôàçó çàìåäëåíè  ðîñòà (12-14
ñóòêè) áèîìàññó êëåòîê îòäåë þò îò æèäêîé ñðåäû ôèëüòðîâàíèåì ïîä âàêêóìîì. 500 ã
ñûðîé áèîìàññû ïðîìûâàþò äèñòèëëèðîâàííîé âîäîé è ðàçðóøàþò ãîìîãåíèçàòîðîì ïðè
ñêîðîñòè 15 òûñ. îá/ìèí â òå÷åíèå 5 ìèíóò ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Â ãîìîãåíàò
äîáàâë þò äâîéíîé îáúåì âîäíîãî ýòàíîëà èëè ìåòàíîëà. Ýêñòðàêöèþ ïðîâîä ò â òå÷åíèå
2 ÷àñîâ ïðè ïåðåìåøèâàíèè ïðè òåìïåðàòóðå 20-40°Ñ. Ïîñëå îòäåëåíè  îñàäêà ïðîâîä ò
âòîðè÷íóþ ýêñòðàêöèþ áèîìàññû âîäíûì ýòàíîëîì èëè ìåòàíîëîì. Ýêñòðàêòû îáúåäèí þò
è óïàðèâàþò ïîä âàêóóìîì. Ñãóùåíèå ýêñòðàêòà ïðîâîä ò íå äîñóõà, à îñòàâë þò 10% îò
èñõîäíîãî êîëè÷åñòâà æèäêîé ôàçû. Îñòàòîê òðèæäû ýêñòðàãèðóþò ãåêñàíîì äë  óäàëåíè 
ïîáî÷íûõ âåùåñòâ ëèïèäíîé ïðèðîäû, à çàòåì äâàæäû ñìåñüþ ýòèëàöåòàò:ìåòàíîë äë 
èçâëå÷åíè  öåëåâîãî ïðîäóêòà. Îðãàíè÷åñêèå èçâëå÷åíè  óïàðèâàþò äîñóõà, íàíîñ ò íà
îêñèä àëþìèíè  è ïðîâîä ò êîëîíî÷íóþ õðîìàòîãðàôèþ ñìåñüþ õëîðîôîðì-ìåòàíîë
âîçðàñòàþùåé ïîë ðíîñòè. Îïðåäåëåíèå öåëåâûõ ôðàêöèé, ñîäåðæàùèõ ñóììó
ýêäèñòåðîèäîâ, ïðîâîä ò ñ ïîìîùüþ ÒÑÕ è ÂÝÆÕ-õðîìàòîãðàôèè. Öåëåâûå ôðàêöèè
óïàðèâàþò è ïåðåêðèñòàëëèçîâûâàþò â ñìåñè ýòèëàöåòàò-ìåòàíîë 9:1. Ïîëó÷àþò 0,03 ã 20-
ãèäðîêñèýêäèçîíà (÷èñòîòà ïðîäóêòà - 92%), ñîäåðæàùåãî â êà÷åñòâå ñîïóòñòâóþùèõ
ýêäèñòåðîèäîâ - ïîëèïîäèí Â, 29-íîðãñåíãîñòåðîí è àþãîëàêòîí, â ìèíîðíûõ
êîíöåíòðàöè õ. Ïî ñâîåìó ñîñòàâó ýêäèñòåðîèäíûé ïðåïàðàò, âûäåëåííûé èç áèîìàññû
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êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê, èäåíòè÷åí ïðåïàðàòó, ïîëó÷àåìîìó èç íàòèâíûõ ðàñòåíèé ñåðïóõè
âåíöåíîñíîé, ÷òî óêàçûâàåò íà âîçìîæíîñòü èñïîëüçîâàíè  ñóñïåíçèîííîé êóëüòóðû êëåòîê
â êà÷åñòâå àëüòåðíàòèâíîãî èñòî÷íèêà 20-ãèäðîêñèýêäèçîíà - ñóáñòàíöèè
àêòîïðîòåêòîðíûõ è òîíèçèðóþùèõ ýêäèñòåðîèäñîäåðæàùèõ ëåêàðñòâåííûõ ïðåïàðàòîâ.

Ôîðìóëà èçîáðåòåíè 
Øòàìì Å IVk ñóñïåíçèîííîé êóëüòóðû ðàñòèòåëüíûõ êëåòîê Ajuga reptans L. N 63 -

ïðîäóöåíò ýêäèñòåðîèäîâ (Ðîññèéñêà  êîëëåêöè  êëåòîê âûñøèõ ðàñòåíèé ïðè Èíñòèòóòå
ôèçèîëîãèè èì. Ê.À.Òèìèð çåâà ÐÀÍ).
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