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В листьях, ягодах, каллусах и культурах суспензионных клеток голубики щитковой Vaccinium corymbosum L. 

фотометрически определено содержание фенольных соединений, а именно растворимых фенольных соединений, фла-

воноидов, флаванов и проантоцианидинов. Показано, что каллусные и суспензионные культуры голубики щитковой 

сохраняют способность к накоплению фенольных соединений, сопоставимую с листьями и ягодами данного вида рас-

тения. В частности, содержание растворимых фенольных соединений в листьях составляет около 270 мг/г сухой массы, 

в ягодах – 70 мг/г сухой массы, в каллусных культурах – 35–102 мг/г сухой массы, в культурах суспензионных клеток – 

125–150 мг/г сухой массы в зависимости от происхождения культур (от типа экспланта). В фенольном комплексе кал-

лусов и суспензионных клеток, как и листьев, преобладают флавоноиды (25–146 мг/г сухой массы и 180 мг/г сухой 

массы соответственно), сохраняется синтез флаванов и проантоцианидинов; при этом в суспензионных клетках, иници-

ированных из каллусов листового происхождения, накопление флаванов и проантоцианидинов даже усиливается. Про-

веденное исследование указывает на то, что культуры суспензионных клеток голубики щитковой, инициированные из 

каллусов листового происхождения, могут быть альтернативой растениям открытого грунта для получения хозяй-

ственно ценных групп фенольных соединений, характерных для метаболизма вересковых растений. 

Ключевые слова: Vaccinium corymbosum, листья, ягоды, каллусы, культура суспензионных клеток, фенольные 

соединения. 

Сокращения и обозначения: 2,4-Д – 2,4-дихлорфеноксиуксусная кислота; БАП – бензиламинопурин; РФС – рас-

творимые фенольные соединения; WPM – Woody Plant Medium. 
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в условиях in vivo и in vitro // Химия растительного сырья. 2024. №3. С. 129–137. DOI: 10.14258/jcprm.20240313979. 

Введение 

Растения синтезируют разнообразные фенольные соединения, среди которых наибольшей биологи-

ческой активностью обладают флавоноиды и их олигомеры проантоцианидины [1], являющиеся высокоэф-

фективными антиоксидантами [2]. Растительные фенольные соединения активно используются в пищевой, 

косметической и медицинской промышленности в качестве красителей и антиоксидантов, и потребность в 

них постоянно растет [2, 3]. Традиционно для промышленного получения фенольных соединений исполь-

зуют дикорастущие растения или растения, произрастающие на плантациях [4]. Однако использование та-

кого сырья сопряжено с определенными трудностями, прежде всего, с сезонностью развития растений, со 

значительным влиянием биотических и абиотических факторов среды на содержание целевых метаболитов, 

с низким выходом метаболитов из-за их деградации при длительном хранении сырья и в случае многоста-

дийной экстракции [5, 6], а также с ограниченностью доступа к целому ряду видов растений (редкие/исче-

зающие/чрезмерно эксплуатируемые виды). 

Культивируемые в условиях in vitro каллусные и суспензионные клетки растений могут быть альтер-

нативой природному растительному сырью для промышленного получения ценных метаболитов [7, 8]. До-

стоинства таких in vitro культур четко сформулированы в ряде обзоров этого столетия. К ним относятся 
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высокая экономическая эффективность, более короткие и гибкие производственные циклы, наличие посто-

янно возобновляемого сырья и отсутствие влияния природных факторов, возможность с помощью методов 

метаболической инженерии получать штаммы-сверхпродуценты с контролируемым составом и количе-

ством производимых метаболитов [9, 10]. Одним из наиболее известных примеров биотехнологических про-

изводств с использованием культур суспензионных клеток растений является получение препаратов на ос-

нове таксола (дитерпеноида с противоопухолевой активностью) из клеток тисса и красителя фенольной при-

роды шиконина из воробейника [10, 11]. Кроме того, в промышленных масштабах с помощью культур кле-

ток реализовано получение таких фенольных соединений, как подофиллотоксин, розмариновая кислота, ва-

нилин, антоцианы [11]. 

Растения-представители семейства Вересковые (Ericaceae Juss.) являются очень эффективными про-

дуцентами фенольных соединений. Их листья и ягоды особенно богаты флавоноидами (флавонолами и фла-

ванами, в т.ч. катехинами), олигомерами катехинов – проантоцианидинами, фенольными кислотами (про-

изводными бензойной и гидроксикоричной (фенилпропановой) кислот) и полимерными фенольными соеди-

нениями [12–20]. Среди вересковых растений значительное внимание исследователей привлекает феноль-

ный комплекс ягод и листьев голубики щитковой Vaccinium corymbosum L. [12, 15–17, 19]. При этом работ 

по исследованию фенольного метаболизма каллусов и особенно суспензионных клеток вересковых расте-

ний немного. В частности, для голубики щитковой имеются сведения о каллусных культурах, инициирован-

ных из листьев и стеблей растений открытого грунта [21], а также из листьев, стеблей и корней стерильных 

проростков [22]. Показано, что каллусы, инициированные из корней, накапливают больше антоцианов, а 

каллусы, инициированные из листьев, характеризуются более разнообразным качественным составом анто-

цианов [22]. Каллусные культуры, инициированные из ягод, и культуры суспензионных клеток голубики 

щитковой в научной литературе практически не описаны. 

В настоящей работе проведен сравнительный анализ содержания фенольных соединений в листьях и 

ягодах растений открытого грунта, а также в инициированных из них каллусах и в суспензионных клетках 

голубики щитковой V. corymbosum L. 

Материалы и методы 

В работе использовали растения голубики щитковой (Vaccinium corymbosum L., форма 34; листья и 

ягоды), собранные в августе 2022 г. в период плодоношения на территории Ботанического сада (56°15' с.ш., 

44°20' в.д.) ННГУ им. Н.И. Лобачевского. Ботанический сад находится в зоне хвойно-широколиственных 

лесов на правом берегу реки Оки; высота над уровнем моря – 182 м; климат умеренно континентальный; 

почвы серые лесные, по механическому составу – средние суглинки [18]. 

Из собранных листьев и ягод голубики щитковой инициировали каллусы и далее культуры суспензи-

онных клеток. Листья и ягоды стерилизовали путем последовательной обработки растворами 4% серебро-

медина (БИО-комплекс, Россия) (30 мин), 80% этанола (5 мин), 7% гипохлорита натрия (5 мин), 15% перок-

сида водорода (5 мин) и дважды промывали в стерильной дистиллированной воде (по 5 мин). Инициацию 

каллусов проводили на листовых эксплантах размером 0.7 × 0.7 см и на ягодных эксплантах объемом 0.06 

см3 (четверть ягоды без семян) в течение 8 недель на агаризованной питательной среде Woody Plant Medium 

(WPM) [23], содержащей 30 г/л сахарозы, 0.5 мг/л 2,4-дихлорфеноксиуксусной кислоты (2,4-Д) и 0.5 мг/л 

бензиламинопурина (БАП). Далее через два цикла культивирования (пассажа) по 4 недели из каллусов ли-

стового и ягодного происхождения инициировали культуры суспензионных клеток в такой же питательной 

среде, но без добавления агара, для чего каллусы массой около 1 г переносили в колбы на 100 мл, содержа-

щие 30 мл питательной среды, и культивировали на орбитальном шейкере при скорости вращения 120 

об/мин с радиусом вращения 20 мм. Длительность пассажей составляла 30 дней, соотношение иноку-

лят : свежая среда при пересадке культуры 1 : 2, жизнеспособность клеток по тесту с красителем синий 

Эванса 70–80%. Культивирование каллусов и суспензионных клеток проводили в темноте при температуре 

25 °C, влажности воздуха 60–70%. 

В свежесобранных листьях и ягодах, в каллусах (5 пассаж) и суспензионных клетках (5 пассаж) го-

лубики щитковой проводили определение содержания растворимых фенольных соединений (РФС), флаво-

ноидов, флаванов и проантоцианидинов. Исследуемый материал фиксировали кипящим 80% раствором эта-

нола в течение 10 мин, соотношение растительный материал : этанол составляло 1 г к 10 мл [18]. В полу-
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ченных экстрактах определяли содержание РФС по методике М.Н. Запрометова [24], флавоноидов – по ме-

тодике G. Gunes, R.H. Liu и С.B. Watkins [25], флаванов – по методике М.Н. Запрометова [24], проантоциа-

нидинов – по методике О.М. Хишовой и Г.Н. Бузук [26]. 

Для определения содержания РФС к 0.5 мл экстракта добавляли 8.55 мл воды, 0.5 мл реактива Фо-

лина-Денис и через 3 мин – 1 мл 7% раствора Na2CO3. Через 1 ч измеряли оптическую плотность при длине 

волны 725 нм. 

Для определения содержания флавоноидов к 0.5 мл экстракта добавляли 5 мл воды, 0.3 мл 5% рас-

твора NaNO2, через 5 мин – 0.3 мл 10% раствора AlCl3, через 6 мин – 2 мл 1 М раствора NaOH и водой 

доводили объем до 10 мл. Оптическую плотность измеряли при длине волны 510 нм. 

Для определения содержания флаванов к 0.4 мл экстракта добавляли 2 мл ванилинового реактива (1% 

раствор ванилина в HClконц.). Через 15 мин измеряли оптическую плотность при длине волны 510 нм.  

Для определения содержания проантоцианидинов к 0.4 мл экстракта добавляли 2.4 мл бутанольного 

реактива (бутанол : HClконц.=19 : 1) и 0.12 мл Fe(III)-реактива (0.5 г соли Мора в 25 мл 2 М раствора HCl). 

Смесь нагревали на водяной бане при 95 °С в течение 40 мин, затем охлаждали и измеряли оптическую 

плотность при длине волны 550 нм. 

Оптическую плотность растворов измеряли на спектрофотометре СФ-2000 (ОКБ Спектр, Россия). 

Содержание РФС и флавоноидов определяли с использованием градуировочных зависимостей, построен-

ных по раствору рутина (Acros Organics, Бельгия), содержание флаванов определяли с использованием гра-

дуировочной зависимости, построенной по раствору катехина (Sigma, США), содержание проантоцианиди-

нов рассчитывали по формуле: 

F
l

Mr
DC 


=


, 

где D – оптическая плотность; Mr – молярная масса цианидина (287 г/моль); ε – коэффициент молярной 

экстинкции цианидина (34700 М-1·см-1) [27]; l – длина оптического пути; F – разведение. 

Для возможности корректного сравнения содержания фенольных соединений в листьях, ягодах, кал-

лусах и суспензионных клетках голубики щитковой результаты выражали в мг/г сухой массы. Для этого 

листья и ягоды высушивали в термостате при температуре 85 °С, каллусы и суспензионные клетки – при 

60 °С до постоянной сухой массы. Суспензионные клетки перед взвешиванием отфильтровывали на воронке 

Бюхнера через бумажный фильтр под вакуумом. Определение содержания сырой и сухой массы проводили 

в 3–4 биологических повторностях. 

На графиках представлены средние арифметические значения из не менее трех биологических повтор-

ностей и их стандартные отклонения. В каждой биологической повторности не менее чем 5 листьев, 15 ягод, 

5 каллусов, 3 колбы с суспензионными клетками; каждая повторность выполнена в трех аналитических по-

вторностях. Статистическую обработку результатов производили с помощью программы Microsoft Excel 2016.  

Результаты и их обсуждение 

В листьях, ягодах, каллусах и инициированных из них культурах суспензионных клеток голубики 

щитковой нами было определено суммарное содержание растворимых фенольных соединений (РФС) – фе-

нольных соединений, экстрагируемых раствором этанола; флавоноидов – наиболее многочисленной группы 

фенольных соединений; флаванов – наиболее восстановленных представителей флавоноидов и включаю-

щих в себя катехины; проантоцианидинов – олигомеров катехинов. Выявлено, что все исследованные объ-

екты накапливали значительное количество фенольных соединений. В частности, листья голубики щитко-

вой накапливали РФС около 270 мг/г сухой массы, ягоды – 70 мг/г сухой массы (рис. 1).  

В фенольном комплексе листьев голубики щитковой флавоноиды преобладали: их содержание до-

стигало 180 мг/г сухой массы. Содержание флаванов в листьях составляло 32 мг/г сухой массы, проантоци-

анидинов – 85 мг/г сухой массы. В ягодах содержание этих соединений было меньше, чем в листьях, в 5–9 

раз (особенно флавоноидов).  

В каллусах, инициированных из листьев на питательной среде WPM c добавлением 2,4-Д и БАП в 

концентрации по 0.5 мг/л, также отмечен достаточно высокий уровень фенольных соединений: содержание 

РФС составляло 102 мг/г сухой массы, флавоноидов – 80 мг/г сухой массы, флаванов – 28 мг/г сухой массы, 
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проантоцианидинов – 43 мг/г сухой массы (рис. 2а). В каллусах, инициированных из ягод на такой же пита-

тельной среде, содержание всех групп фенольных соединений было в три раза ниже (рис. 2б). 

Суспензионные клетки голубики щитковой, культивируемые в жидкой питательной среде WPM, 

накапливали фенольные соединения в 1.5–4 раза больше, чем каллусы, из которых они были инициированы 

(рис. 2, 3). Как и в листьях и в инициированных из них каллусах, флавоноиды в фенольном комплексе сус-

пензионных клеток преобладали. При этом суспензионные клетки, инициированные из каллусов листового 

происхождения, накапливали в 1.2–3 раза больше фенольных соединений, чем суспензионные клетки, ини-

циированные из каллусов ягодного происхождения, особенно флаванов и проантоцианидинов. 

 

Рис. 1. Содержание фенольных соединений в листьях (а) и ягодах (б) голубики щитковой 

V. corymbosum 

 

 

Рис. 2. Содержание фенольных соединений в каллусах, инициированных из листьев (а) и ягод (б) 

голубики щитковой V. corymbosum 

 

 

Рис. 3. Содержание фенольных соединений в суспензионных клетках голубики щитковой 

V. corymbosum, инициированных из каллусов листового (а) и ягодного (б) происхождения  
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Известно, что голубика щитковая характеризуется значительным накоплением в своих клетках фе-

нольных соединений, особенно флавоноидной природы, включая их олигомеры проантоцианидины [12, 15–

17, 19]. Согласно нашим результатам, высокое содержание фенольных соединений характерно как для ли-

стьев, так и для ягод этого вида растения, и, что не менее важно, оно сохранялось в условиях in vitro у 

каллусов и культур суспензионных клеток. По сравнению с другими видами голубики, а именно с голубикой 

черноплодной и топяной, голубика щитковая накапливала в листьях наибольшее количество фенольных со-

единений [12, 17]. Среди других вересковых растений сопоставимое содержание фенольных соединений 

выявлено в листьях и ягодах клюквы крупноплодной [18], клюквы болотной и брусники обыкновенной [6, 

13], черники обыкновенной [20].  

Каллусы, инициированные из листьев голубики щитковой, несмотря на довольно высокое содержа-

ние фенольных соединений, уступали по их содержанию первичным эксплантам – листьям – почти в два 

раза (рис. 1а и 2а). Выявленный нами уровень фенольных соединений был сопоставим с таковым у каллусов, 

инициированных ранее из листьев голубики щитковой [21] и клюквы крупноплодной [28] на питательных 

средах другого состава. Каллусы, инициированные из ягод голубики щитковой, тоже уступали первичным 

эксплантам – листьям – по содержанию РФС в два раза (рис. 1б и 2б), но сохраняли при этом такой же, как 

и в ягодах, уровень флавоноидов (в т.ч. флаванов) и проантоцианидинов. Очевидно, снижение содержания 

только РФС в каллусах ягодного происхождения по сравнению с самими ягодами произошло за счет сни-

жения содержания в них нефлавоноидных соединений – например, фенольных кислот, в т.ч. фенилпропа-

ноидного строения. Ранее для каллусов голубики щитковой сортов Bluecrop и Duke было показано значи-

тельное (по сравнению с листьями, из которых они были инициированы) снижение содержания в них такого 

фенилпропаноида, как кофейная кислота, а также кумаровых кислот [22]. В целом, каллусы, инициирован-

ные нами из ягод голубики щитковой, продемонстрировали присущий эксплантам пониженный, в сравне-

нии с листьями и инициированными из листьев каллусами, уровень фенольных соединений. 

В отличие от каллусов, инициированные нами культуры суспензионных клеток голубики щитковой 

обладали большей способностью к накоплению фенольных соединений: содержание всех групп фенольных 

соединений в культурах суспензионных клеток было примерно в три раза больше, чем в каллусных культу-

рах, независимо от их происхождения (рис. 2 и 3). Исключение составило только содержание РФС у каллу-

сных и суспензионных культур листового происхождения, которое различалось в 1.5 раза. Возможно, мень-

шая разница в уровне РФС, нежели в уровне флавоноидов, флаванов, проантоцианидинов, также связана со 

снижением у культур суспензионных клеток накопления нефлавоноидных соединений и перенаправлением 

фенилпропаноидов на синтез флавоноидных структур. Об изменении направленности фенольного метабо-

лизма у культивируемых в условиях in vitro клеток по сравнению с эксплантами также сообщалось в отно-

шении кровохлебки [29], теветии [30], агератины [31].  

В целом, по содержанию РФС и флавоноидов суспензионные клетки превосходили ягоды и прибли-

жались к листьям растений голубики щитковой. Стабильное накопление фенольных соединений культурами 

суспензионных клеток, сопоставимое с листьями и ягодами, среди вересковых растений показано для клеток 

брусники [2], черники [32] и охело [33]. Подчеркнем, что содержание флаванов и проантоцианидинов в 

суспензионных клетках, инициированных из каллусов листового происхождения, превышало таковое в ли-

стьях растений открытого грунта в 1.5–2 раза (рис. 1а и 3а). Такое явление можно объяснить участием ука-

занных соединений, обладающих высокой антиоксидантной активностью, в защитных и адаптивных реак-

циях растительных клеток в условиях in vitro [29]. Необходимость защитных и адаптивных реакций суспен-

зионных клеток связана с их периодическим субкультивированием на свежую питательную среду, с особен-

ностями состава и рН питательной среды, в т.ч. с доступностью минеральных веществ, сахарозы и фитогор-

монов [30, 31], по сравнению с внутренними условиями (наличием организменного контроля) и условиями 

окружающей среды в случае клеток растений in vivo. Несомненно, увеличенное, по сравнению с листьями 

растений, накопление отдельных групп фенольных соединений суспензионными клетками имеет экономи-

чески важное значение при организации производств, использующих в качестве сырья растительные сус-

пензионные культуры. 
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Выводы 

Сравнительный анализ содержания фенольных соединений в листьях, ягодах, каллусах и суспензи-

онных клетках голубики щитковой показал перспективность культуры суспензионных клеток для получе-

ния данных вторичных метаболитов; при этом в качестве экспланта предпочтительнее использовать листья, 

нежели ягоды. Учитывая, что культуры суспензионных клеток голубики щитковой способны накапливать 

флаваны и проантоцианидины в количестве, превышающем таковое у листьев, культуры суспензионных 

клеток могут стать достойной альтернативой растениям открытого грунта для промышленного выпуска про-

дукции на основе растительных фенольных соединений. Для выявления состава индивидуальных феноль-

ных соединений и для оценки биологического действия экстрактов из суспензионных клеток голубики щит-

ковой требуются дополнительные исследования. 
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In leaves, berries, calluses, and suspension cells of highbush blueberry Vaccinium corymbosum L. it was photometrically 

determined content of phenolic compounds (i.e. soluble phenolic compounds, flavonoids, flavans, and proanthocyanidins). It 

was shown that highbush blueberry callus and suspension cultures retain the ability to accumulate phenolic compounds, which 

is comparable to the species leaves and berries. In particular, content of soluble phenolic compounds in leaves is about 270 mg/g 

dry weight, in berries it is about 70 mg/g dry weight, in calluses it reaches 35–102 mg/g dry weight, and in suspension cultures 

it reaches 125–150 mg/g dry weight depending on cultures origin (on explant type). In phenolic complex of callus and suspension 

cultures, as well as in those of leaves, flavonoids predominate (25–146 mg/g dry weight and 180 mg/g dry weight, respectively), 

and in suspension cultures, initiated from calluses of leaf origin, flavans and proanthocyanidins accumulation increases in com-

parison with leaves. This study indicates that highbush blueberry suspension cultures, initiated from calluses of leaf origin, may 

serve as an alternative to plants from greenhouse for production of economically valuable phenolic compounds characteristic of 

heather plants. 

Keywords: Vaccinium corymbosum, leaves, berries, calluses, cell suspension culture, phenolic compounds. 
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