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Живучка ползучая (Ajuga reptans L., сем. 
Lamiaceae) является одним из перспективных 
источников фитоэкдистероидов, отличающих-
ся большим разнообразием (рис. 1) химиче-
ских структур [1]. Экдистероиды Ajuga reptans 
проявляют адаптогенное, тонизирующее, кар-
диотропное, иммуномодулирующее и раноза-
живляющее действие [2]. Альтернативу при-
родному источнику получения экдистероидов 
могут составить культуры растительных кле-
ток Ajuga reptans [3]. К настоящему времени 
способы повышения уровня биосинтеза экди-
стероидов и роста культуры клеток ограниче-
ны воздействием фитогормонов, источниками 
азотного и углеводного питания, освещением 
красным светом [4, 5]. Известно, что увеличе-
ние уровня биосинтеза вторичных метаболи-
тов в культурах растительных клеток возмож-
но при введении предшественников этих сое-
динений в питательную среду. Так, при выра-
щивании каллусной и суспензионной культу-
ры Dioscorea deltoidea в присутствии мевало-
новой кислоты или холестерина значительно 
увеличивается выход диосгенина [6]. 

Для бородчатых корней Ajuga reptans 
было установлено, что 20-гидроксиэкди-
зон (С

27
-экдистероид) синтезируется из хо-

лестерина или латостерина (рис. 2А) [7, 
8]. Предшественником 29-норциастерона 
(С

28
-экдистероид) в бородчатых корнях Ajuga 

reptans var. atropurpurea является С
28

-стерин 
клеростерин (рис. 2Б) [9], который может 
синтезироваться из 24-метиленхолестерина 
[10], а также 2-ацетат холестерина [11]. Од-
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нако, известно, что холестерин не трансфор-
мируется в С

28
- и С

29
-экдистероиды [11]. Пути 

биосинтеза аюгалактона (С
29

-экдистероид) 
не установлены. Предшественниками С

27
-С

29
-

экдистероидов могут являться также ∆24-алки-
лированные фитостерины, например, ситосте-
рин, которые при деалкилировании превраща-
ются в холестерин (рис. 2) [12]. Ферментные 
системы, участвующие в биосинтезе экдисте-
роидов, изучены мало. Установлено лишь, что 
при биосинтезе экдистероидов гидроксилиро-
вание стеринового ядра и боковой цепи холе-
стерина осуществляется ферментом цитохром 
Р450 [13]. Известно, что введение гидроксиль-
ных групп в положениях С

2
 ядра, С

20
, С

22
, С

25
 

боковой цепи катализируют ферменты, пред-
ставляющие собой цитохром Р450-зависимые 
монооксигеназы [14].

Целью данной работы является изучение 
влияния экзогенного ситостерина в среде для 
культивирования на рост каллусной культу-
ры, цитохрома Р450 и содержание экдистеро-
идов в культуре клеток Ajuga reptans.

Материалы и методы

Каллусную культуру Ajuga reptans выращи-
вали на модифицированной среде Мурасиге-
Скуга с добавлением сахарозы – 30 г/л; 2,4-D –  
1 мг/л; БАП – 0,2 мг/л; мезо-инозита – 100 мг/л; 
НУК – 1 мг/л; ПВП – 2 г/л и витаминов по Ста-
ба (мг/л): фолиевая кислота и рибофлавин –  
по 0.5, биотин – 1, Са-пантотенат – 1, кобала-
мин – 0,0015 [3]. В среду Мурасиге-Скуга до-
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Рис. 1. Структурные формулы ситостерина и экдистероидов каллусной культуры Ajuga reptans

Рис. 2. Биосинтез 20-гидроксиэкдизона (А) и экдистероидов циастерона, изоциастерона и 
29-норциастерона [7, 8] (Б) в бородчатых корнях Ajuga reptans var. atropurpurea
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полнительно добавляли ситостерин c концен-
трацией 5, 25 и 50 мг/л.

Выделение цитохрома Р-450 из культуры 
клеток Ajuga reptans L. осуществляли следую-
щим образом [13]. Культуры клеток (25 г) го-
могенизировали в 50 мл 0,1М К-фосфатного 
буфера (рН 7,5) с добавлением 20% глицери-
на, 50мМ аскорбиновой кислоты, 1мМ ДТТ и 
1% твина-80. Гомогенат центрифугировали 
при 6000 g в течение 20 мин. на центрифуге 
MPW-210 (Польша). Все операции по выде-
лению цитохрома Р-450 проводили при 4 оС. 
Определение содержания белков осуществля-
ли фотоколориметрическим методом, пред-
ложенным Бредфорд [15]. Количественное 
определение цитохрома Р 450 и его денатури-
рованной формы – цитохрома Р 420 – прово-
дили по дифференциальным спектрам погло-
щения карбонильного комплекса, восстанов-
ленного дитионитом натрия образца гемопро-
теина (СО-спектр), используя коэффициен-
ты молярного поглощения, равные 91 и 114 
мМ–1см–1 при 450 и 420 нм соответственно, по 
формуле, предложенной Oмура и Сато [16]. 
Спектральные измерения проводили на спек-
трофотометре SPECORD M40 (Германия).

Экдистероиды определяли в культуре кле-
ток Ajuga reptans, высушенных при 60 оС. Экс-
тракцию экдистероидов осуществляли метано-
лом из расчета 20 мл/г сухой массы при 50 оС 
в течение часа. Полученные экстракты про-
пускали через концентрирующий патрон Ди-
асорб С16 (ЗАО «БиоХимМак», Россия). Эк-
дистероиды элюировали с патрона 3 мл 60% 
метанола. Содержание экдизона и 20-гидрок-
сиэкдизона определяли методом обращённо-
фазовой ВЭЖХ на оборудовании производства 
Чехословакии: насос НРР 4001, детектор UV-
VIS LCD 2536, λ = 254 нм с использованием 
колонки Диасорб С16, 6 мкм (150 x 4 мм) (ЗАО 
«БиоХимМак», Россия), элюента вода–ацето-
нитрил–тетрагидрофуран (100:16:4) при ско-
рости элюирования 0,7 мл/мин. Содержание 
экдистероидов в исследуемых растворах рас-
считывали методом абсолютной калибровки, 
сравнивая время удерживания исследуемых 
компонентов с временем удерживания стан-

дартных образцов экдистероидов. 

Результаты и их обсуждение

Проведённые исследования показали, что 
добавление в среду для выращивания каллус-
ной культуры ситостерина приводит к уве-
личению индекса роста каллусной культуры 
Ajuga reptans по сырой массе (табл. 1), которое 
не связано с оводнением каллуса. Качествен-
ный состав экдистероидов каллусной культу-
ры Ajuga reptans не изменяется при измене-
нии состава питательной среды, однако при 
добавлении в среду ситостерина происходит 
увеличение концентрации 20-гидроксиэкди-
зона, 29-норциастерона и аюгалактона (табл. 2). 
При добавлении в среду 50мг/мл ситостерина 
содержание аюгалактона в каллусной культу-
ре превышает его содержание в растении Ajuga 
reptans [17]. Дальнейшее повышение экзо-
генного ситостерина в среде для выращива-
ния культуры клеток ограничено его раство-
римостью в воде. Одновременно с увеличени-
ем экдистероидов при добавлении ситостерина 
(50мг/мл) в среду для культивирования кал-
лусной культуры Ajuga reptans происходит уве-
личение содержания цитохрома Р450 от 0,31 
(контроль) до 0,65 нмоль/мг белка.

Таким образом, при добавлении в сре-
ду для культивирования каллусной культу-
ры Ajuga reptans С

29
-стерина происходит уве-

личение как С
29

-экдистероидов, так и С
27

-, 
С

28
-экдистероидов. Повышение содержания 

аюгалактона в культуре клеток Ajuga reptans 
(табл. 2) позволяет предположить, что сито-
стерин является одним из предшественников 
аюгалактона, при этом цитохром Р450 участву-
ет в процессе гидроксилирования стеринового 
ядра и боковой цепи при биосинтезе экдистеро-
идов трансформацией ситостерина в каллусной 
культуре Ajuga reptans. 

Работа выполнена при финансовой 
поддержке программы интеграционных 
проектов ( проект № 12-И-4-2072: «Ресурсный 
и биотехнологический потенциал растений 
Урала и сопредельной территории европейского 

Таблица 1
Характеристика каллусной культуры Ajuga reptans

Концентрация ситостерина
в среде, мг/л

Индекс роста по сырой массе Доля сухих веществ, %

Контроль (0) 8,58 ± 0,87 3,06 ± 0,12
5 7,36 ± 0,52 3,03 ± 0,26
25 10,18 ± 0,76 2,66 ± 0,12
50 12,00 ± 0,78 2,82 ± 0,24
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северо-востока России – подуцентов важнейших 
групп биологически активных веществ»).
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Таблица 2
Влияние ситостерина на содержание экдистероидов и цитохрома Р450

в каллусной культуре Ajuga reptans

Концетрация 
ситостерина
в среде, мг/л

Содержание 
цитохрома Р450, 
нмоль/мг белка

Содержание экдистероидов, %

20-гидрокси-
экдизон

29-норциа-
стерон

аюгалактон
сумма 

экдистероидов

Контроль (0) 0,31 0,0293 ± 0,0010 0,0031 ± 0,0001 0,0096 ± 0,0010 0,0420

5 0,38 0,0250 ± 0,0010 0,0031 ± 0,0001 0,0233 ± 0,0047 0,0514

25 0,46 0,1041± 0,0031 0,0567 ± 0,0044 0,0527 ± 0,0023 0,2135

50 0,65 0,1228 ± 0,0047 0,0166 ± 0,0007 0,1058 ± 0,0089 0,2452
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