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Введение 
Орхидеи (семейство Орхидные) являются 

важным источником биологически активных 

веществ (БАВ), использующихся в целях 

здравоохранения: в составе фармацевтических 

и пищевых продуктов [1]. Интерес представ-

ляет ятрышник пятнистый или дактилориза 

пятнистая (Orchis maculata L. или Dactylorhiza 

maculata L.), прорастающая на территории 

Сибирского федерального округа. Клубни, 

корни, цветы, листья данного многолетнего 

травянистого растения [2] часто использова-

лись в народной медицине: для лечения вос-

палений, расстройств желудка, в качестве аф-

родизиака, источника противоопухолевых, 

антиоксидантных, иммуномодулирующих и 

противовирусных веществ [3]. Популярными 

функциональным напитком на основе муки из 

клубней ятрышника в странах Ближнего Вос-

тока являлся «салеп» (данный термин означа-

ет и клубни наземных орхидей). Из муки 

клубней также изготавливаются пудинги, мо-

роженое, желе, супы и тесто [4, 5].  

Обширное воздействие ятрышника на ор-

ганизм человека обусловлено содержанием в 

нем БАВ. Важным компонентом растения яв-

ляется слизь (в состав которой входит глюко-

маннан [3]), фармацевтическое действие так-

же оказывают алкалоиды, флавоноиды, каро-

тиноиды, антоцианы и стерины [6].  

Из-за эколого-биологических особенно-

стей (слабое размножение с помощью семян, 

микотрофность, низкая конкурентоспособ-

ность и прочие особенности, представленные 

в работе Л.Н. Ковригина и ее коллег [7],), из-

за популярности, востребованности среди на-

селения растения семейства Orchis находятся 

под угрозой исчезновения и занесены в Крас-
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Одним из востребованных в фармакологической сфере растением является Orchis 

maculata L., содержащий алкалоиды, флавоноиды, каротиноиды, антоцианы и стерины – ве-

щества, проявляющие биологически активное действие. На территории России данный вид 

занесен в Красную книгу, следовательно, актуально использовать биотехнологические мето-

ды выращивания in vitro. Данная работа направлена на подбор фитогормонов в питательной 

среде для получения максимального прироста биомассы каллусной культуры in vitro. Объек-

том исследования стала 28-дневаная каллусная культура Orchis maculata L., выращенная на 

различных питательных средах: основа среда Мурасиге-Скуга, варьирование количеством 

фитогормонов (от 0,1 мг до 2,0 мг) – цитокинов (кинетин, 6-БАП) и ауксинов (ИМК, 2,4-Д). 

Из каллусных клеток, обладающих наибольшим сухим остатком, получали экстракт (экстра-

гент – 70 % этанол, продолжительность 60 мин, температура 60 °С, соотношение сы-

рье:экстрагент – 1:10). Спиртовой экстракт подвергался анализу на определение качественно-

го и количественного состава БАВ с помощью ВЭЖХ (Shimadzu LC-20 Prominence) и ТСХ 

(Sorbfil ПТСХ-АФ-А). Наибольший прирост биомассы каллуса наблюдается при соотноше-

нии цитокин:ауксин – 1:1. На 28 сутки культивирования индекс роста = 11,71 ± 0,01 наблю-

дался при использовании 6-БАП+2,4-Д (1,0 мг + 1,0 мг на 1 л), на питательной среде № 29. 

Наибольшее содержание сухих веществ (23,81 ± 0,02 %) наблюдалось при использовании 

среды № 13: кинетин (1,5 мг)+2,4-Д (1,5 мг). Методом ТСХ в этанольном экстракте каллус-

ных клеток (выращенных на среде № 13) было обнаружено содержание кверцетина и кверце-

тин-3,7-O-β-D-глюкопиранозидов в трисахаридной и дисахаридной форме. Методом ВЭЖХ – 

рутина (73,07 ± 3,65 мг/кг), кверцетина (15,08 ± 0,75 мг/кг), апигенина (23,63 ± 1,18 мг/кг), 

колеофолида (12,53 ± 0,63 мг/кг). Представленная в данной работе питательная среда позво-

лит получать каллусную культуру Orchis maculata L. для дальнейшего извлечения из нее 

БАВ, представляющих интерес в целях здравоохранения.  

Ключевые слова: ятрышник, салеп, биотехнология in vitro, каллус, фитогормоны, био-

логически активные вещества, алкалоиды, флавоноиды, каротиноиды, антоцианы, стерины. 
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ную книгу России. Следовательно, для сохра-

нения их разнообразия и дальнейшего устой-

чивого использования в целях здравоохране-

ния актуально прибегать к биотехнологиче-

ским методам размножения in vitro, например, 

к каллусогенезу [8, 9]. Каллусную ткань – 

ткань, состоящую из популяции дедифферен-

цированных клеток, используют как для отбо-

ра растений, проявляющих улучшенные при-

знаки, так и для максимального синтеза БАВ 

[10]. Для инициации каллусогенеза важную 

роль играют фитогормоны, точнее концентра-

ция и содержание в питательных средах аук-

синов и цитокинов [11].  

Цель данной работы заключается в под-

боре оптимального фитогормонального со-

става питательной среды для получения мак-

симальной биомассы каллусной культуры ят-

рышника пятнистого.  

Объекты и методы  

Объектом исследования являлась биомас-

са каллусных культур ятрышника пятнистого 

(Orchis maculata L.). Для получения эксплан-

тов использовали стерильные семена, приоб-

ретенные в коллекции Е.К. Сироткина (Рос-

сия). Перед стерилизацией семена предвари-

тельно подвергались стратификации – их вы-

держивали при +4 °C в течение двух недель 

[8]. Стерилизацию семян осуществляли с по-

мощью выдерживания в 70 % этаноле в тече-

ние 2 мин, затем в 15 % перекиси водорода – 

3 мин, с последующей двукратной промывкой 

в стерильной дистиллированной воде [12]. 

Промытые семена подсушивали в потоке сте-

рильного воздуха на стерильной фильтро-

вальной бумаге. После стерилизации для по-

лучения проростков семена высаживали на 

агаризованную среду Кнудсона (ООО ТД 

«ХИММЕД», Россия) в чашки Петри диамет-

ром 60 и 90 мм.  

Полученные 4-недельные стерильные 

проростки (а именно листья и стебли) исполь-

зовали для индукции каллусных клеток. Экс-

планты помещали на стерильные питательные 

среды, состав которых представлен в табл. 1. 

Все реактивы приобретены в ООО «Диаэм» 

(Россия). Питательные среды автоклавирова-

ли при 15 мин подготовительного и 15 мин 

основного режима при добавочном давлении 

0,7–0,8 атм. Колбы, инструменты стерилизо-

вали в течение 60 минут при 180 °C в сухожа-

ровом шкафу. Все работы проводились в сте-

рильных условиях ламинар-боксов БМБ-II-

«Ламинар-С»-1,2 NEOTERIC (ЗАО «Лами-

нарные системы», Россия). 

На основании проведенного литературно-

го обзора в качестве базальной среды была вы-

брана среда Мурасиге-Скуга [14]. Для стиму-

лирования деления клеток выбраны фитогор-

моны: ауксины (2,4-Д и ИМК [12, 15]) и цито-

кины (6-БАП и кинетин [12, 16].) Сначала 

осуществлялся подбор цитокина, способст-

вующего делению клеток, затем подбор аукси-

на, стимулирующего данное деление клеток.  

Культивирование осуществлялось в кли-

матической камере (KBF 720, Binder, Герма-

ния) в течение 7, 14, 21, 28 и 35 суток при 16 

часовом фотопериоде, при 26 ± 1 °С [1].  

Индекс роста и содержание сухого веще-

ства в каллусной биомассе определялись для 

того, чтобы установить оптимальный фито-

гормональный состав среды. Индекс роста (I) 

каллусных культур определялся по формуле 

[17]: 

   
     

  
,   (1) 

где mi – масса каллусной культуры на i-е су-

тки выращивания, г; m0 – начальная масса 

каллусной культуры (равная 0,1 г), г. 

Для определения содержания сухого ве-

щества определяли сухую массу клеток кал-

луса. Каллус выcушивали при 105 °С до по-

стоянной массы в анализаторе влажности 

Mb23 (Ohaus, США) [17]: 

  
      

      
                         (2) 

где  m      – масса каллусной культуры высу-

шенной до постоянной массы, г; m      – на-

чальная масса каллусной культуры. 

Литературный обзор позволил выделить 

только одну работу, в которой анализировался 

состав БАВ ятрышника пятнистого – работа 

Sukchikh et al. [18]. Данная работа использо-

валась как источник методик по экстракции 

БАВ из биоматериала и данных о количест-

венном и качественном содержании БАВ в 

растении. Из сухой биомассы (в данной рабо-

те использовали 28-дневные культуры) кал-

лусных клеток ятрышника пятнистого полу-

чали экстракт: в качестве экстрагента исполь-

зовался 70 % этанол, температура экстракции 

составляла 60 °С, продолжительность процес-

са – 60 мин, соотношение сырье:экстрагент – 

1:10. Анализ БАВ осуществлялся с помощью 

тонкослойной хроматографии (ТСХ) согласно 

ОФС.1.2.1.2.0003.15. ТСХ хроматографию 

выполняли на пластинах Sorbfil ПТСХ-АФ-А  
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с последующей денситометрией ТСХ пласти-

ны Sorbsil. Использовали денситометр с систе-

мой фотофиксации Soni (ООО «ИМИД», Рос-

сия). Хроматографические зоны вырезали и 

подвергали дальнейшему анализу – препара-

тивной ВЭЖХ, используя элюент метиленхло-

рид:метанол в соотношении 4:1 [18]. Количе-

ственное содержание исследуемых раститель-

ных биологически активных веществ опреде-

ляли с помощью калибровочных кривых, по-

строенных в диапазоне концентраций 0,05−200 

мкг/мл. И с помощью ВЭЖХ на хроматографе 

Таблица 1  
Состав питательных сред (на 1 л), использующихся для выращивания каллусной культуры  

ятрышника пятнистого 

№ 
Базальная 

среда 
Кинетин, мг 6-БАП, мг ИМК, мг 2,4-Д, мг рН 

Агар-

агар 

1 

MS 

– – – – 

5,6–5,8 20,0 г 

2 0,1 – 0,1 – 

3 0,1 – – 0,1 

4 0,5 – 0,5 – 

5 0,5 – – 0,5 

6 0,5 – 1,0 – 

7 0,5 – – 1,0 

8 1,0 – 0,5 – 

9 1,0 – – 0,5 

10 1,0 – 1,0 – 

11 1,0 – – 1,0 

12 1,5 – 1,5 – 

13 1,5 – – 1,5 

14 1,5 – 1,0 – 

15 1,5 – – 1,0 

16 1,0 – 1,5 – 

17 1,0 – – 1,5 

18 2,0 – 2,0 – 

19 2,0 – – 2,0 

20 – 0,1 0,1 – 

21 – 0,1 – 0,1 

22 – 0,5 0,5 – 

23 – 0,5 – 0,5 

24 – 0,5 1,0 – 

25 – 0,5 – 1,0 

26 – 1,0 0,5 – 

27 – 1,0 – 0,5 

28 – 1,0 1,0 – 

29 – 1,0 – 1,0 

30 – 1,5 1,5 – 

31 – 1,5 – 1,5 

32 – 1,5 1,0 – 

33 – 1,5 – 1,0 

34 – 1,0 1,5 – 

35 – 1,0 – 1,5 

36 – 2,0 2,0 – 

37 – 2,0 – 2,0 

MS – среда Мурасиге-Скуга [13]; 6-БАП – 6-бензиламинопурин; ИМК – индолилмасляная кислота; 2,4-

Д – 2,4- дихлорфеноксиуксусная кислота. 
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Shimadzu LC-20 Prominence (Shimadzu Corp., 

Япония) с диодно-матричным детектором 

Shimadzu SPD-20-MA (Shimadzu Corp., Япо-

ния) и рефрактометрическим детектором RID-

10А (Shimadzu Corp., Япония). Использовалась 

хроматографическая колонка Kromasil 5 мкм 

С18, 250×4,6 мм (Akzo Nobel Pulp and 

Performance Chemicals AB, Шведция); предко-

лонка Security Guard Gartridge (Phenomenex, 

США), объём инжекции 20 мкл. Температура 

колонки 300 °С. Режим элюирования изокра-

тический, ПФ состоит – АсCN: ИПС: H2O-

H3PO4 (20:5:75 pH 3.5). 

Обработка полученных данных осущест-

влялась в программе Microsoft Excel. В табл. 

2, 3 приведены значения в виде «средние 

арифметические величины полученных пара-

метров и их стандартное отклонение». Все 

эксперименты проводили в трехкратной по-

вторности. Для оценки достоверности резуль-

татов исследования использовали t-критерий 

(критерий Стьюдента). 

Результаты и их обсуждения 

Первые проростки из семян растения на-

блюдались через 4 недели культивирования. 

Образование первичных каллусов из пророс-

ших стерильных семян на рассматриваемых 

питательных средах наблюдалось на 7–14 су-

тки культивирования (рис. 1). Результаты 

культивирования индекс роста и содержания 

сухого вещества представлены в табл. 2. 

Полученные данные свидетельствуют о 

том, что от выбора фитогормона (типа, кон-

центрации) зависит калуссогенез и образова-

ние органов в культурах in vitro. Полученные 

данные не противоречат данным, полученным 

в ходе литературного обзора [11]: недостаток 

цитокинов в сравнении с ауксинами стимули-

рует образование корней, недостаток же аук-

синов – побегов из эксплантов. Из получен-

ных данных видно, что наибольшее накопле-

ние каллусных клеток наблюдается при соот-

ношении цитокин:ауксин – 1:1. Установлено, 

что наибольший прирост клеток за 14 дней 

культивирования наблюдается при использо-

вании 6-БАП и 2,4-Д (1,0 мг + 1,0 мг соответ-

ственно). На питательной среде № 29 индекс 

роста составил 7,71 ± 0,01. Но несмотря на 

максимальный клеточный прирост, наиболь-

шее содержание сухого вещества в клетках 

наблюдалось при использовании среды № 13, 

то есть при добавлении кинетина и 2,4-Д (1,5 

мг + 1,5 мг соответственно).  

Применение 2,4-Д в концентрации выше 

1,5 мг/л на 35 сутки культивирования приво-

дило к преждевременному старению каллус-

ной культуры, в сравнении с использованием 

ИМК с такой же концентрации. За контроль 

принята безгормональная среда MS (№ 1), на 

которой происходило незначительное, спон-

танное образование каллуса на 28 день куль-

тивирования.  

Прирост биомассы каллусных клеток, вы-

росших на средах № 13 и № 29 представлен 

на рис. 2. 

Кривая роста имеет S-образную форму, с 

выраженными ростовыми фазами: стационар-

ная фаза роста наблюдалась до 28 суток, по-

сле которых началась деградация культуры.  

Результаты изучения качественного и ко-

личественного состава БАВ в биомассе полу-

ченных каллусных культур in vitro ятрышника 

пятнистого представлены на рис. 3.  

Методом ТСХ обнаружено наличие со-

держание кверцетина и кверцетин-3,7-O-β-D-

глюкопиранозидов в трисахаридной и дисаха-

ридной форме.  

В результате препаративной ВЭЖХ обна-

ружено наличие рутина, апигенина, кверцети-

на и гликозид-кверцетинов (рис. 4, табл. 3). 

 
      а)             б)            в) 

 
Рис. 1. Последовательность этапов каллусообразования из стерильных семян ятрышника  

пятнистого: а) стерильные семена; б) пророщенные семена в) каллусные клетки 
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Таблица 2  
Влияние фитогормонов на каллусогенез и образование органов, на накопление биомассы каллуса 

(28-дневного) и содержание в нем сухого вещества 

№ Ризогенез Геммагенез Каллусогенез Индекс роста  
Содержание сухого 

вещества, %  
1 – – – – – 

2 – – – – – 

3 – – – – – 

4 – – + 48,21 ± 0,01 19,78 ± 0,01 

5 – – + 8,43 ± 0,01 19,57 ± 0,03 

6 + – + 9,30 ± 0,02 15,53 ± 0,04 

7 + – + 9,51 ± 0,01 20,00 ± 0,04 

8 – + + 8,90 ± 0,02 22,22 ± 0,03 

9 – + + 9,16 ± 0,01 10,79 ± 0,04 

10 – – + 10,26 ± 0,01 9,64 ± 0,01 

11 – – + 10,90 ± 0,02 9,08 ± 0,02 

12 – – + 11,41 ± 0,01 21,77 ± 0,03 

13 – – + 11,62 ± 0,01 23,81 ± 0,02 

14 – + + 9,18 ± 0,02 12,38 ± 0,04 

15 – + + 9,44 ± 0,02 13,46 ± 0,03 

16 + – + 9,74 ± 0,02 13,64 ± 0,03 

17 + – + 10,01 ± 0,03 13,36 ± 0,01 

18 – – + 11,10 ± 0,02 20,66 ± 0,01 

19 – – + 11,23 ± 0,01 8,28 ± 0,01 

20 – – – – – 

21 – – – – – 

22 – – + 8,81 ± 0,01 21,73 ± 0,02 

23 – – + 9,52 ± 0,01 21,50 ± 0,01 

24 + – + 9,71 ± 0,01 13,55 ± 0,03 

25 + – + 9,84 ± 0,02 22,87 ± 0,03 

26 – + + 9,32 ± 0,01 20,19 ± 0,01 

27 – + + 9,41 ± 0,02 20,05 ± 0,01 

28 – – + 10,91 ± 0,02 16,89 ± 0,01 

29 – – + 11,71 ± 0,01 23,62 ± 0,02 

30 – – + 11,34 ± 0,01 22,36 ± 0,01 

31 – – + 11,25 ± 0,02 22,46 ± 0,01 

32 – + + 10,53 ± 0,01 23,04 ± 0,01 

33 – + + 10,27 ± 0,02 23,57 ± 0,02 

34 + – + 10,31 ± 0,01 23,54 ± 0,03 

35 + – + 10,60 ± 0,02 23,10 ± 0,04 

36 – – + 11,11 ± 0,01 22,31 ± 0,02 

37 – – + 11,31 ± 0,01 22,11 ± 0,04 

MS – среда Мурасиге-Скуга; 6-БАП – 6-бензиламинопурин; ИМК – индолилмасляная кислота; 2,4-Д – 

2,4- дихлорфеноксиуксусная кислота; «+» – наблюдается каллусогенез или образование органов; «–» – не 

наблюдается каллусогенез или образование органов.  
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Рис. 2. Прирост биомассы каллусных клеток за 35 дней культивирования на питательной среде 

№ 13 и № 29  
 
 

 
 

Рис. 3. Результаты анализа фракций экстрактов комплекса БАВ,  
выделенных из высушенной биомассы каллусных культур in vitro  

ятрышника ятрышника пятнистого методом ТСХ 
 
 

 
 

Рис. 4. Результаты препаративной ВЭЖХ экстракта ятрышника пятнистого 
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Таблица 3  
Содержание БАВ в биомассе каллусной  

культуры ятрышника пятнистого 

Наименование БАВ 
Содержание БАВ, 

мг/кг 

Рутин 73,07 ± 3,65 

Кверцетин 15,08 ± 0,75 

Апигенин 23,63 ± 1,18 

Колеофолид 12,53 ± 0,63 

 

В результате было обнаружено наличие: 

рутина, апигенина, кверцетина и гликозид-

кверцетина. 

В каллусных клетках ятрышника пятни-

стого, культивируемых на питательной среде 

№ 13, преобладал рутин. Сравнивая получен-

ные значения с качественным и количествен-

ным составом БАВ, обнаруженных в статье 

Sukchikh et al. [18] видно, что: 

 экстракт из каллусных клеток содержит 

апигенин и колеофолид; 

 количество рутина в каллусе содержит-

ся меньше примерно на 12,1, а количество 

кверцетина меньше в 7,3 раза, чем в экстракте 

из побегов/листьев/цветов растения; 

 в экстракте из органов растения содер-

жится 3,3'; 4'; 5,5'; 7-гексагидроксифлавонон, 

3,3'; 4'; 5,5'; 7-гексагидроксифлавонон-3-O- 

гликозид, галловая и феруловая кислоты. 

Несоответствие в количественном и каче-

ственном составе БАВ можно объяснить тем, 

что в данном эксперименте проанализирована 

каллусная культура, выращенная лишь в те-

чение 14 дней. При больших объемах биомас-

сы – наблюдается больший выход БАВ. К то-

му же для извлечения БАВ использовалась 

только этанольная экстракция, в дальнейшем 

можно использовать различные экстрагенты, 

их соотношения, варьировать температурой и 

продолжительностью экстракции. 

Вывод 

Применение биотехнологических методов 

по выращиванию растений в условиях in vitro 

позволяет получать БАВ, не извлекая расте-

ние из естественных условий обитания. В хо-

де данной работы была подобрана питатель-

ная среда, фитогормональный состав которой 

позволял накопить максимальное количество 

биомассы каллусной культуры ятрышника 

пятнистого в условиях in vitro. В каллусной 

культуре обнаружено содержание рутина 

(73,07 ± 3,65 мг/кг), кверцетина (15,08 ± 0,75 

мг/кг), апигенина (23,63 ± 1,18 мг/кг), колео-

фолида (12,53 ± 0,63 мг/кг) – БАВ, прояв-

ляющих функциональную активность: анти-

оксидантные, противовоспалительные, проти-

вораковые и другие свойства. То есть экс-

тракты ятрышника пятнистого или выделен-

ные из них индивидуальные БАВ актуально 

использовать в качестве пищевых добавок, 

компонентов функциональных продуктов для 

подержания здорового состояния организма 

потребителя. Для наибольшего выделения 

БАВ в перспективе из каллусных клеток по-

лучать суспензии и корневые культуры in 

vitro.  
 
Работа выполнена при поддержке Мини-

стерства науки и образования Российской Феде-

рации в рамках ФЦП «Исследования и разра-

ботки по приоритетным направлениям развития 

научно-технологического комплекса России на 

2014-2020 годы», соглашение № 075-02-2018-223 

от 26.11.2018, № 075-15-2019-1362 от 14.06.2019 

(идентификатор проекта RFMEFI57718X0285). 
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CALLUS ORCHIS MACULATA L. AS A SOURCE OF BIOACTIVE 
SUBSTANCES: BIOTECHNOLOGY OF CULTIVATION 

A.I. Loseva, A.V. Podznyakova, A.Yu. Prosekov,  
E.V. Ostapova, O.G. Altshuler 

Kemerovo State University, Kemerovo, Russian Federation 
 

 

Orchis maculata L. is a medicinal plant that contains alkaloids, flavonoids, carotenoids, 

anthocyanins, and sterols. However, this plant is listed in the Red Book of Russia. Therefore, do-

mestic pharmacology needs in vitro biotechnological methods for its industrial cultivation. The 

research objective was to select phytohormones in a nutrient medium that would increase the cal-

lus biomass of Orchis maculata L. The study featured callus cultures grown on various nutrient 

media and such phytohormones as cytokines (kinetin, 6-BAP) and auxins (BCI, 2,4-D). The 

amount of the phytohormones varied from 0.1 mg to 2.0 mg. The callus cells with the highest dry 

residue were subjected to extraction with 70 % ethanol at 60 °С for 60 min; the ratio of raw mate-

rials : extractant was 1:10. The extract was analyzed for the qualitative and quantitative composi-

tion of biologically active substances using HPLC (Shimadzu LC-20 Prominence) and TLC 

(Sorbfil PTSKh-AF-A). The greatest increase in callus biomass was observed when the ratio of 

cytokine: auxin was 1:1. On cultivation day 14, the growth index was 7.71 ± 0.01 when using 6-

BAP + 2.4-D (1.0 mg + 1.0 mg per 1 L) on nutrient medium No. 29. Medium No. 13, kinetin  

(1.5 mg) + 2,4-D (1.5 mg), provided the highest amount of dry substances (10.47 ± 0.02). The 

TLC method (medium No. 13) revealed the content of quercetin and quercetin-3,7-O-β-D-

glucopyranosides in trisaccharide and disaccharide forms. The HPLC method detected rutin 

(73.07 ± 3.65 mg/kg), quercetin (15.08 ± 0.75 mg/kg), apigenin (23.63 ± 1.18 mg/kg), and 

coleofolide (12.53 ± 0.63 mg / kg). The resulting nutrient medium made it possible to obtain 

enough callus Orchis maculata L. to extract biologically active substances for medicinal purposes. 

Keywords: Orchis maculata L., salep, in vitro biotechnology, callus, phytohormones, bio-

logically active substances, alkaloids, flavonoids, carotenoids, anthocyanins, sterols. 
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