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Цель данного исследования – оценка влияния 6-бензиламинопурина (БАП) отдельно и во взаимодействии с аук-

синами на изменение качественного и количественного состава флавоноидов в сырье растений-регенерантов Iris sibirica 

L. сорт Cambridge в сравнении с аэропонным и интактным сырьем с использованием метода высокоэффективной жид-

костной хроматографии (ВЭЖХ). 

Сырье I. sibirica сорт Cambridge, полученное в культуре in vitro, имело более богатый качественный состав фла-

воноидов, чем интактные растения. Отмечена зависимость накопления флавоноидов от концентрации 6-бензиламино-

пурина в питательных средах. Наличие 13 соединений наблюдали в извлечениях этиловым спиртом (70%) из растений-

регенерантов, выращенных на самой низкой концентрации БАП (1.0 мкМ) в пределах опыта. В количественном отно-

шении флавоноид апигенин максимально определяли на среде с БАП 1 мкМ, а кемпферол – на среде с БАП 5.0 мкМ, 

дополненной ауксинами. Для среды с 7.5 мкМ БАП отмечали наименьшее разнообразие соединений и самое низкое 

содержание кемпферола. Ауксины оказывали влияние на синтез флавоноидов. Сумма флавоноидов по всем вариантам 

опыта в среднем увеличивалась на 13% в присутствии ауксинов. 

Этапы технологического процесса получения сырья I. sibirica сорт Cambridge на основе клонального микрораз-

множения и выращивания в условиях аэропоники позволили получить сырье, не содержащее тяжелые и токсичные ме-

таллы, не зараженное патогенами и вредителями. С 1 м2 полезной площади аэропоники за 1 год возможно собрать в 5 

раз больше сырья, чем при полевом выращивании. По качественному составу фенольных соединений аэропонное сырье 

идентично интактным растениям. 

Ключевые слова: Iris sibirica L., флавоноиды, высокоэффективная жидкостная хроматография, биотехнологиче-

ское растительное сырье. 

Введение 

Одним из наиболее изученных классов полифенольных соединений являются флавоноиды – вещества, 

присутствующие во всех тканях растений и представленные огромным разнообразием структурных форм.  

Апигенин (5,7,4´-тригидроксифлавон) – широко встречающийся в природе растительный флавон, об-

ладающий противовоспалительными, антиоксидантными и противоопухолевыми свойствами (рис. 1). Апи-

генин ингибирует рост клеток рака щитовидной 

железы путем подавления фосфорилирования ре-

цептора фактора роста эпидермиса (EGF-R) и ми-

тоген-активируемой протеинкиназы (MAP). Этот 

флавон способен усиливать экспрессию супрес-

сора опухолей, белка р53, и белка супрессии рети-

нобластомы Rb. Кроме того, апигенин, возможно, 

препятствует развитию воспаления дыхательных 

путей у больных астмой, как это было показано в 

экспериментах на животных [1–5]. 

Кемпферол (3,4',5,7-тетрагидроксифлавон) 

– флавоноид класса флавонолов, укрепляет стенки 
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сосудов микроциркуляторного русла и выводит из организма токсины (рис. 2). Это биологически активное 

вещество обладает ярко выраженным общеукрепляющим, противовоспалительным и тонизирующим дей-

ствием, оно является также диуретиком. В основе антиоксидантного действия кемпферола лежит способ-

ность к образованию хелатных комплексов с солями железа и высокая способность к переносу электронов, 

что объясняется наличием в молекуле вещества большого количества гидроксильных групп. Противовоспа-

лительное действие кемпферола обусловлено способностью тормозить образование медиаторов воспаления 

– простагландинов и лейкотриенов. Он участвует также в активизации некоторых типов клеток, в том числе 

базофилов, нейтрофилов, эозинофилов, Т- и В-лимфоцитов, макрофагов, гепатоцитов и др. [1].  

Кемпферол обладает активностью против вируса японского энцефалита (энцефалит В), распростра-

няемого комарами в странах Южной Азии и характеризующегося высоким летальным исходом [6]. Кемп-

ферол способен связываться с определенными сайтами вирусной РНК, останавливая таким образом распро-

странение инфекции [7]. 

Богатый фитохимический профиль видов Iris L. и присутствие уникальных соединений, таких как ксан-

тоновый гликозид мангиферин, фенолкарбоновые кислоты (кофейная, синаповая, n-кумаровая, феруловая), 

флавоноиды (кверцетин, мирицетин. дельфинидин, цианидин), привлекают ученых во всем мире. Среди видов 

Iris germanica L., Iris florentina L. и Iris pallida Lam., Iris pseudacorus L. и Iris Lactea Pall являются наиболее 

изученным и используемыми для производства определенных лекарственных средств и косметических про-

дуктов, в то время как I. sibirica L. рассматривается как источник новых биологически активных соединений. 

Основным направлением биотехнологии ириса является изучение и управление вторичным метаболизмом, а 

также разработка экологически устойчивых и экономически перспективных систем культивирования, с целью 

эффективного производства изученных и новых вторичных метаболитов [8–10].  

Цель данного исследования – оценка влияния 6-бензиламинопурина (БАП) отдельно и во взаимодей-

ствии с ауксинами на изменение качественного и количественного состава флавоноидов в сырье растений-

регенерантов Iris sibirica L. сорт Cambridge в сравнении с аэропонным и интактным сырьем с использова-

нием метода высокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ). 

Экспериментальная часть 

Растительный материал. Сорт I. sibirica Cambridge был зарегистрирован в 1964 г. автором Marjorie 

Brummitt. Цветки бирюзово-синие с бело-желтым рисунком в основании. Происхождение: 'White Swirl' × 

'Gatineau'. Для введения в культуру ткани растительный материал получен из НИИСС им. М.А. Лисавенко, 

автор коллекции З.В. Долганова. Сырье интактных растений заготавливали весной 2018 г. в г. Барнауле 

Алтайского края. 

В отделе биотехнологии растений Алтайского государственного университета получено сырье рас-

тений-регенерантов и аэропонное сырье. Растения-регенеранты размножали микроклонально, используя 

агаровые питательные среды на минеральной основе по прописи Мурасиге-Скуга (MS) [11]. В качестве фи-

тогормонов в среды вводили цитокинин 6-бензиламинопурин (БАП 1.0–10.0 мкМ) и ауксины: НУК (α-

нафтилуксусную кислоту 1.0 мкМ), ИМК (3-индолилуксусную кислоту 0.1 мкМ). Сырье выращивали в 

условиях аэропоники на жидкой среде MS (1/4 концентрации) без содержания гормонов [12]. Работу прово-

дили на основе общепринятых в биотехнологии растений методов [13]. 

Растительный материал рассекали на листья и корневища с корнями, сушили при комнатной темпе-

ратуре (20±2 °С), хранили в бумажных пакетах. Измельченный механически на лабораторной мельнице рас-

тительный материал содержал влагу не более 9%.  

  

А Б 

Рис. 1. А) Апигенин, 4',5,7-тригидроксифлавон (название ИЮПАК 5,7-дигидрокси-2-(4-

гидроксифенил)-4H-1-бензопиран-4-он); Б) Кемпферол, 3,4',5,7-тетрагидроксифлавон (название 

ИЮПАК 3,5,7-тригидрокси-2-(4-гидроксифенил)-4H-хромен-4-он) [1] 
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Приготовление растительных экстрактов. Воздушно-сухую аналитическую пробу растительного сы-

рья измельчали до размеров частиц, проходящих через сито с диаметром отверстий 1 мм. Около 1 г (точная 

навеска) сырья помещали в круглодонную колбу вместимостью 100 мл, приливали 30 мл 70% этилового 

спирта, нагревали до кипения и кипятили в течение 30 минут. Затем полученный экстракт фильтровали че-

рез беззольный фильтр в мерную колбу вместимостью 100 мл. Отфильтрованное сырье подвергали повтор-

ной экстракции. Объединенное извлечение разбавляли до метки этиловым спиртом 70% [9]. 

Методы исследования. Исследование выполняли с помощью высокоэффективного жидкостного хро-

матографа LC-20 фирмы «SHIMADZU» (Япония) с диодо-матричным детектором, с последующей компью-

терной обработкой результатов исследования с использованием программы «LCsolution version 1.4», хрома-

тографическая колонка 4.6×150 мм Fortis C-18. В качестве элюента А применяли трифторуксусной кислоты 

раствор 0.01%, в качестве элюента Б – ацетонитрил. Осуществляли градиентное элюирование (Б: 5–55%), 

скорость подачи элюента – 100 мкл/мин, объем анализируемой пробы – 2 мкл. Детектирование веществ на 

хроматограммах проводили при длинах волн 254, 360 нм. Соединения идентифицировали по временам удер-

живания (tR) и УФ-спектрам поглощения, сравнивая с их аналогичными показателями стандартных образ-

цов «Sigma-Aldrich» и литературными данными. 

При определении содержания суммы флавоноидов в пересчете на апигенин методом дифференциаль-

ной спектрофотометрии снимали спектры поглощения растворов извлечения из сырья с добавлением алю-

миния хлорида. 

На основании анализа экспериментальных данных установлено, что максимумы поглощения раство-

ров извлечения в присутствии алюминия хлорида близки к максимуму поглощения раствора апигенина с 

той же добавкой. Рекомендуемая аналитическая длина волны для определения суммы флавоноидов 393 нм. 

Статистическая обработка. Все измерения проведены не менее чем в трехкратной повторности. 

Статистическую обработку результатов измерений проводили с помощью программы SigmaPlot 12.5. 

Обсуждение результатов 

В результате исследования сырья Iris sibirica L. сорт Стерх, выращенного в различных условиях, 

найдены следующие группы БАВ, соответствующие роду Iris L.: фенилпропеновые кислоты (кумаровая и 

феруловая, их производные), флавоноиды (С-гликозид апигенина, апигенин-7-О-гликозид), изофлавоно-

иды, фенолокислоты (ванилиновая кислота), негидролизуемые флавоноиды-гликозиды (гликозиды кемпфе-

рола и апигенина), стильбены. Качественный состав биологически активных соединений Iris sibirica сорт 

Стерх зависел от условий выращивания, при этом наиболее близким к интактным растениям по содержанию 

БАВ находилось сырье гидропонных растений. Это позволяет считать биотехнологию получения сырья Iris 

sibirica на основе гидропонного выращивания, сопряженного с микроклональным размножением альтерна-

тивным способом [14]. 

Для более детального изучения компонентного состава фенольных соединений I. sibirica сорт 

Cambridge применен метод ВЭЖХ для анализа извлечений из растений-регенерантов, полученных на раз-

ных вариантах питательных сред, аэропонного и интактного сырья. 

В результате хроматографического разделения фенольных соединений спиртовых извлечений полу-

чены данные, представленные в таблице 1 и на рисунке 2. Установлено присутствие 13 соединений феноль-

ной природы, поглощающих при длинах волн 254 и 360 нм. При сравнении со спектроскопическими и хро-

матографическими характеристиками стандартных образцов, пики со временами удерживания 14.70, 15.30, 

15.86 мин идентифицированы как апигенин, изовитексин и кемпферол соответственно.  

Виды рода Iris в научной литературе признаны богатейшими источниками вторичных метаболитов, 

преимущественно за счет найденных флавоноидов. За последнее десятилетие было обнаружено и охаракте-

ризовано более 90 флавоноидных компонентов, в том числе 38 новых соединений, у 15 видов ириса [15]. В 

данной работе количественно определены апигенин и кемпферол в сырье интактных растений и в биотех-

нологическом сырье. 

P.K. Wahome и коллеги показали, что растения растут быстрее в гидропонике (аэропонике), так как 

они получают все необходимые им питательные вещества в нужных количествах и соотношениях [16]. 

Наши данные подтверждают такие выводы. Расчет урожайности I. sibirica сорт Cambridge с 1 м2 показал 

возможность за 1 год собрать в 5 раз больше сырья, чем при полевом выращивании. По качественному со-
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ставу фенольных соединений аэропонное сырье идентично интактным растениям, в количественном отно-

шении по сумме флавоноидов немного уступает, так как растения изучались разных возрастных групп (аэро-

понные – 6 месяцев, интактные – 5 лет). Тем не менее в биотехнологическом сырье содержалось в 3 раза 

больше апигенина, чем в сырье интактных растений. Если учитывать большую урожайность аэропонных 

растений, то получение сырья, содержащего флавоноиды, экономически более выгодно методами биотех-

нологии (табл. 2).  

Растения-регенеранты I. sibirica сорт Cambridge, выращенные в стерильных условиях, высаживали в 

аэропонику для дальнейшего культивирования. Этапы технологического процесса позволяли получить сы-

рье, не содержащее тяжелые и токсичные металлы [17], не зараженное патогенами и вредителями. По мне-

нию А. Манукяна [18], беспочвенное производство лекарственных и ароматических растений является пер-

спективной альтернативой получения растений с высокой продуктивностью, свободных от биотических и 

абиотических загрязнений, с постоянными биохимическими профилями. 

Таблица 1. Хроматографические и спектроскопические характеристики фенольных соединений I. sibirica 

сорт Cambridge 

№ пика Время удерживания, мин Максимумы поглощения (λmax), нм Заключение 

1 11.291 270, 348 не идентифицирован 

2 12.671 271, 334 не идентифицирован 

3 13.132 271, 340 не идентифицирован 

4 14.698 270, 340 апигенин 

5 15.257 270, 335 изовитексин 

6 15.838 263, 367 кемпферол 

7 16.721 270, 329 не идентифицирован 

8 17.967 271, 329 не идентифицирован 

11 22.430 268, 329 не идентифицирован 

12 24.469 273, 329 не идентифицирован 

13 26.764 268, 329 не идентифицирован 

 

А 

 

Б 

Рис. 2. Хроматограммы I. sibirica сорт Cambridge. А) интактное сырье. Б) аэропонное сырье 
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Таблица 2. Зависимость накопления массы и БАВ (мг/г на а.с.с.) в растительном сырье I. sibirica сорт 

Cambridge от условий культивирования 

№ опыта Урожайность с 1 м2 за 1 год (г а.с.с) Флавоноиды (сумма) Апигенин Кемпферол 

Аэропонная трава  981±15 19±1 1.50±0.01 0.24±0.01 

Интактные, трава 220±25 25±1 0.50±0.01 0.40±0.01 

Накопление флавоноидов I. sibirica сорт Cambridge в условиях культуры ткани. Как считают автори-

тетные ученые: «Не вызывает сомнений тот факт, что культура ткани – альтернативный источник получения 

биологически активных и экологически чистых веществ, поскольку регенеранты сохраняют присущую ин-

тактному растению способность к синтезу различных соединений, в том числе флавоноидов [19], а гидро-

понная технология может быть применена для получения высококачественного растительного материала 

круглый год с учетом возможности контролировать условия выращивания и стимулировать вторичный ме-

таболизм путем соответствующего манипулирования минеральным питанием» [20]. 

Как следует из таблицы 2, трава интактных растений I. sibirica сорт Cambridge (5 лет) накапливала 

флавоноиды больше, чем трава молодых аэропонных растений (6 месяцев). В условиях аэропоники исполь-

зовали питательный раствор на основе 1/4 MS не содержащий фитогормоны. Для культуры in vitro готовили 

агаровые среды с аналогичным минеральным составом с добавлением цитокинина БАП и ауксинов НУК и 

ИМК. Под действием 6-бензиламинопурина и ауксинов в культуре in vitro мы наблюдали увеличения син-

теза флавоноиды. На средах MS с гормонами флавоноидов накапливалось в 2–2.7 раза больше, чем на без-

гормональной среде. Влияние гормонального состава питательных сред на накопление кемпферола отме-

чали как отрицательное (табл. 3). 

На хроматограммах извлечений из сырья разного способа получения видно, что пики 10, 11, 12 и 13 

присутствуют не везде, это, возможно, связано с низкой чувствительностью метода, невысоким содержа-

нием данного соединения в сырье или отсутствием синтеза данного соединения при определенном гормо-

нальном составе питательной среды. Менее разнообразно по содержанию флавоноидов интактное сырье, 

определено всего 8 соединений. У аэропонного сырья отмечали появление пика 9 (рис. 2). Необходимо от-

метить, что наличие всех 13 соединений отчетливо наблюдали на хроматограмме растений-регенерантов, 

выращенных на самой низкой концентрации БАП 1.0 мкМ. Только на этой среде выявлен пик 11. Для среды 

с 7.5 мкМ БАП (4/1) отмечали наименьшее разнообразие соединений, нет пиков 10, 11, 12 и 13 и самое 

низкое количество кемпферола (рис. электронного приложения).  

Флавоноиды относятся к одному из крупнейших классов фенольных соединений растений. Большое 

количество источников литературы посвящено регуляции накопления флавоноидов в растительном сырье. 

Доказано, что различные комбинации и концентрации цитокининов и ауксинов значительно стимулировали 

продукцию флавоноидов в суспензионной культе клеток Digitalis lanata и тканевых культурах, таких как 

Nicotiana tabacum. Было также отмечено, что БАП и НУК усиливают продукцию флавоноидов у Vaccinium 

myrtillus, БАП ̶ у Thymus vulgaris [21].  

Таблица 3. Накопление флавоноидов в сырье растений-регенерантов I. sibirica сорт Cambridge в 

зависимости от содержания фитогормонов в питательных средах  

№ опыта Гормональный состав питательной 

среды, мкМ 

Флавоноиды (сумма) 

мг/г на а.с.с. 

Апигенин мг/г 

на а.с.с. 

Кемпферол мг/г 

на а.с.с. 

1 БАП 1.0 43±1 4.0±0.1 0.215±0.001 

2/1 БАП 2.5 34±3 3.8±0.2 0.13±0.01 

2/2 БАП 2.5+А 39±1 3.50±0.01 0.18±0.02 

3/1 БАП 5.0 37±2 3.70±0.01 0.19±0.01 

3/2 БАП 5.0+А 37±4 3.6±0.01 0.27±0.05 

4/1 БАП 7.5 40±1 3.6±0.3 0.11±0.01 

4/2 БАП 7.5+А 45±2 3.9±0.2 0.165±0.001 

5/1 БАП 10.0 39±1 3.60±0.01 0.24±0.03 

5/2 БАП 10.0+А 49±1 3.40±0.01 0.22±0.02 

Примечание. А – дополнены ауксинами 1.0 мкМ НУК+0.1 мкМ ИМК. 
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При длительном выращивании I. sibirica in vitro действие 6-бензиламинопурина на накопление био-

массы и суммы флавоноидов на разных вариантах сред различается незначительно, так как, по всей види-

мости, фитогормон накапливается в тканях растений (рис. 3, табл. 3). При культивировании cреды чередуют 

через один пассаж с низкой (1.0 мкМ) и высокой концентрацией БАП (2.5–10.0 мкМ) для сохранения жиз-

неспособности, при этом растения адаптируют свой обмен веществ, приспосабливаясь к росту на всех кон-

центрациях в пределах опыта. Ауксины оказывали влияние на синтез флавоноидов. Сумма флавоноидов по 

всем вариантам опыта в среднем увеличивалась на 13% в присутствии ауксинов. 

 

Рис. 3. Накопление массы 

растений-регенерантов и суммы 

флавоноидов у I. sibirica сорт 

Cambridge в зависимости от 

гормонального состава 

питательных сред 

Заключение 

Лекарственные растения изменчивы по своей природе в отношении содержания вторичных метабо-

литов. Использование контролируемых условий и фитогормоны помогают преодолеть трудности культиви-

рования и могут стать средством направленного биосинтеза и наращивания максимальной биомассы. 

Сырье I. sibirica сорт Cambridge, полученное в культуре in vitro, имело более богатый качественный 

состав флавоноидов, чем интактные растения. Отмечена зависимость накопления флавоноидов от концен-

трации 6-бензиламинопурина в питательных средах. Наличие 13 соединений наблюдали в извлечениях эти-

ловым спиртом (70%) из растений-регенерантов, выращенных на самой низкой концентрации БАП 1.0 мкМ 

в пределах опыта. В количественном отношении флавоноид апигенин максимально определяли на среде с 

БАП 1 мкМ, а кемпферол – на среде с БАП 5.0 мкМ, дополненной ауксинами. Для среды с 7.5 мкМ БАП 

отмечали наименьшее разнообразие соединений (9 соединений) и самое низкое содержание кемпферола. 

Ауксины оказывали влияние на синтез флавоноидов. Сумма флавоноидов по всем вариантам опыта в сред-

нем увеличивалась на 13% в присутствии ауксинов. 
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Mazko O.N., Tikhomirova L.I.*, Shcherbakova L.V., Bazarnova N.G., Karpitsky D.A. FLAVONOIDS OF IRIS 

SIBIRICA L. GROWN IN VITRO CULTURE 

Altai State University, pr. Lenina, 61, Barnaul, 656049 (Russia), e-mail: L-tichomirova@yandex.ru 

The aim of this study was to evaluate the effect of 6-benzylaminopurine (BAP) separately and in interaction with auxins 

on the change in the qualitative and quantitative composition of flavonoids in the raw materials of regenerating plants Iris sibirica 

L. Cambridge grade in comparison with aeroponic and intact raw materials using the method of high-performance liquid chro-

matography. 

Raw materials of I. sibirica Cambridge variety obtained in vitro culture had a richer qualitative composition of flavonoids 

than intact plants. The dependence of the accumulation of flavonoids on the concentration of 6-benzylaminopurine in nutrient 

media was noted. The presence of 13 compounds was observed in extracts of 70% ethyl alcohol from regenerating plants grown 

at the lowest concentration of BAP (1.0 µM) within the experiment. In quantitative terms, the flavonoid apigenin was maximally 

determined on a medium with BAP 1 µM, and kaempferol - on media with BAP 5.0 µM, supplemented with auxins. For a 

medium with 7.5 µM BAP, the lowest variety of compounds was observed (9) and the lowest kaempferol content. Auxins influ-

enced the synthesis of flavonoids. The amount of flavonoids in all variants of the experiment increased by an average of 13% in 

the presence of auxins. 

The stages of the technological process of obtaining raw materials I. sibirica Cambridge variety on the basis of clonal 

micropropagation and cultivation in aeroponics conditions allowed to obtain raw materials that do not contain heavy and toxic 

metals, are not infected with pathogens and pests. With 1 m2 of useful area of aeroponics for 1 year, it is possible to collect 5 

times more raw materials than with field cultivation. According to the qualitative composition of phenolic compounds, aeroponic 

raw materials are identical to intact plants. 

Keywords: Iris sibirica L., flavonoids, high-performance liquid chromatography, biotechnological plant raw materials. 
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