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Аннотация

Рибонуклеаза Bacillus intermedius (биназа), внесенная при многократном пассиро-
вании на поверхность питательной среды в концентрации 10–5 мг/мл, вызывала сущест-
венные изменения в первичном и вторичном обмене каллусной культуры раувольфии
змеиной Rauwolfia serpentina Benth, особенно на начальном этапе роста и при старении
культуры. В начале культивирования биназа стимулировала процесс деления и диффе-
ренцировки клеток, увеличивая их интенсивность и время протекания. Действие бина-
зы в конце пассажа направлено на торможение процессов старения культуры. В этот
период биназа заметно снижала рибонуклеазную активность и поддерживала количест-
во белка в каллусе на постоянном уровне. Биназа может применяться для стимулирова-
ния биосинтеза суммы индольных, резерпиновых и аймалиновых алкалоидов.

Введение

Ранее мы наблюдали стимуляцию рибонуклеазой Bacillus intermedius (би-
назой) роста и накопления аймалиновых алкалоидов в каллусной культуре рау-
вольфии змеиной Rauwolfia serpentina Benth [1]. Целью настоящей работы было
исследование влияния биназы на динамику основных метаболических процес-
сов в этой культуре, поскольку подобные данные в литературе отсутствуют, а
применение биназы перспективно, особенно для стимуляции биосинтеза айма-
линовых алкалоидов. Было проведено изучение динамики оводненности тка-
ней, содержания рибонуклеиновых кислот и белка, рибонуклеазной активно-
сти, суммы индольных алкалоидов, количества аймалиновых и резерпиновых
алкалоидов, фенолов в процессе культивирования с биназой каллуса рауволь-
фии змеиной.

1. Материал и методы

Объектом исследования была каллусная культура раувольфии змеиной
клеточной линии А. Культура выращивалась при +27°С в темноте на агаризо-
ванной питательной среде [2]. В опытах использовали экзогенную рибонуклеа-
зу Bacillus intermedius. Фермент стерилизовали путем фильтрования через бак-
териальный фильтр Sartorius. При посеве в каждом пассаже на поверхность пи-
тательной среды вносили 1 мл раствора, содержащего 10–5 мг биназы. Опреде-
ление основных показателей внутриклеточного метаболизма проводили в 14-м
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пассаже культивирования с биназой с периодичностью 10–14 дней. Повтор-
ность опытов пятикратная. Полученные экспериментальные данные статисти-
чески обработаны.

Количество рибонуклеиновых кислот, белка и рибонуклеазную активность
определяли спектрофотометрически по методикам, описанным в «Практиче-
ском руководстве по физиологии растений» [3, с. 52–66].

Алкалоиды экстрагировали из высушенного при +56°С каллуса хлорофор-
мом в присутствии аммиака. В этом экстракте после удаления хлороформа оп-
ределяли сумму индольных алкалоидов, количество аймалиновых и резерпино-
вых алкалоидов.

Количество аймалиновых алкалоидов определяли фотометрическим мето-
дом с концентрированной азотной кислотой [4].

Методика определения количества резерпиновых алкалоидов была разра-
ботана одним из авторов этой статьи А.В. Куниным, а методики определения
суммы индольных алкалоидов и фенолов были им же модифицированы, поэто-
му остановимся на них подробнее.

Содержание резерпиновых алкалоидов определяли по количеству выде-
лившейся при щелочном гидролизе триметоксигалловой кислоты. Около 90%
всего количества алкалоидов группы резерпина составляют резерпин и резер-
пидин. В отличие от других алкалоидов раувольфии змеиной, они являются
эфирами триметоксигалловой кислоты. Из вытяжки, приготовленной как ука-
зано выше, в количестве 15–20 мл удаляли под вакуумом хлороформ. К остатку
добавляли 5 мл 1 н. спиртового раствора КОН и проводили гидролиз на водя-
ной бане при температуре около +80°С. Было найдено, что для полного гидро-
лиза достаточно 60 мин. Количество триметоксигалловой кислоты, образую-
щейся при омылении, определяли спектрофотометрически при 254 нм с ис-
пользованием калибровочного графика, для построения которого применяли
резерпин фирмы “Sigma”. Предложенный метод анализа позволяет определять
содержание резерпиновых алкалоидов в смеси с другими без предварительного
разделения.

Общее количество индольных алкалоидов определяли фотоколориметри-
чески по поглощению нитрозосоединений, образующихся в результате реакции
алкалоидов с азотистой кислотой. Предварительно было доказано, что все ин-
дольные алкалоиды раувольфии змеиной, которые были разделены с помощью
тонкослойной хроматографии, способны образовывать нитрозосоединения, ок-
рашенные в желтый цвет. В реакции применяли нитрозный реактив: 4.2 г нит-
рита натрия растворяли в 60%-ном этаноле, прибавляли 21 мл 10%-ной соля-
ной кислоты и объем доводили водой до 250 мл. В готовом виде реактив может
храниться в темном месте не более суток. Из экстракта, полученного описан-
ным выше образом, отбирали пробы объемом 0.5 мл, из которых удаляли хло-
роформ испарением в вытяжном шкафу. К сухому остатку добавляли 5 мл нит-
розного реактива. Реакцию проводили при температуре 35–40°С в течение 1 ч в
темноте. После этого измеряли оптическую плотность при 400 нм. Количество
алкалоидов определяли по калибровочному графику, для построения которого
использовали суммарный препарат алкалоидов из раувольфии змеиной (произ-
водство «Биофарм», г. Казань). При проведении реакции нитрозирования  в  на-
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Рис. 1. Влияние биназы на оводненность каллуса Rauwolfia serpentina. По оси абсцисс –
время культивирования ткани, сут.; по оси ординат – оводненность, % от сырой массы.
Сплошная линия – контроль, штриховая линия – вариант с биназой

ших условиях другие вещества, присутствующие в экстракте, определению не
мешают, и поэтому предварительной очистки экстракта не требуется. Ошибка
определения в данном случае составляет около 3%. Метод чрезвычайно прост и
по затратам времени может быть отнесен к экспресс-методам.

Для определения содержания фенольных соединений первоначально ис-
пользовали обычно применяемую методику, основанную на их взаимодействии
с реактивом Фолина (смесь фосфорномолибденовой и фосфорновольфрамовой
кислот). Однако полученные результаты имели очень низкие величины. Это,
по-видимому, связано с тем, что с реактивом Фолина взаимодействуют фено-
лы, обладающие восстанавливающими свойствами. В нашем же случае, вероят-
но, большинство фенолов при сушке растительного материала на воздухе окис-
лилось до хинонов, которые реактивом Фолина не определяются. Поэтому был
подобран метод, позволяющий определять наряду с фенолами и продукты их
окисления, основанный на реакции ароматических соединений с формальдеги-
дом в присутствии серной кислоты в качестве катализатора. Определению фе-
нолов мешают алкалоиды, поэтому они предварительно удалялись хлорофор-
мом. Экстракцию фенолов проводили дистиллированной водой при +35°С (15
мл воды на 1 г сухой массы) в течение суток. С помощью 25%-ной трихлорук-
сусной кислоты осаждали белки. К каждой пробе прибавляли 1 мл 10%-ного
раствора формальдегида в ледяной уксусной кислоте и 2.5 мл 60%-ной серной
кислоты. Реакция протекала в течение 30 мин. при +90°С. Определение опти-
ческой плотности проводили на фотоэлектроколориметре при 540 нм.

2. Результаты и их обсуждение

В наших опытах оводненность каллуса раувольфии змеиной зависела от
возраста ткани и наличия в среде биназы (рис. 1).

Как известно, изменение оводненности каллусной ткани может отражать
определенные физиологические перестройки, происходящие в культивируемых
клетках в различные периоды их роста [5]. Низкие значения  оводненности,  на-
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Рис. 2. Влияние биназы на содержание РНК в каллусе Rauwolfia serpentina. По оси ор-
динат – количество РНК, мг/г сухой массы. Остальные обозначения как на рис. 1

блюдаемые в начале пассажа, являются следствием активного деления клеток,
которое происходит в эти дни. Наступающие вслед за этим процессы растяже-
ния приводят к повышению вакуолизации клеток и, следовательно, возраста-
нию в клетках количества воды [6]. Наблюдаемое увеличение оводненности
ткани до 43 дней, видимо, объясняется преобладанием в этот период процессов
растяжения клеток с сопутствующей вакуолизацией над процессами их деле-
ния. Косвенным подтверждением этого могут быть наблюдаемое для каллус-
ной культуры раувольфии змеиной неодновременное деление клеток различно-
го уровня плоидности и постоянное наличие вследствие этого в ткани клеток,
находящихся в фазе растяжения [7]. Это подтверждают и данные по содержа-
нию рибонуклеиновых кислот и белков (рис. 2, 3).

В первые дни роста каллусной ткани их количество интенсивно возрастало,
что также может свидетельствовать об активном делении клеток в этот период.
Повышенная оводненность ткани в варианте с биназой, по-видимому, связана с
тем, что она стимулирует рост ткани за счет растяжения клеток, подобно дей-
ствию фитогормонов. Кроме того, повышенное содержание РНК и белков в
ткани в присутствии биназы указывает на ее стимулирующее действие в отно-
шении синтеза этих веществ, что ранее было показано на дрожжах [8]. Для бо-
лее точной оценки соотношения процессов клеточного деления и растяжения
на рис. 4 приведена динамика отношения количества РНК к количеству белка в
течение пассажа. Параметр РНК/белок является показателем клеточного роста.
Его увеличение свидетельствует о делении клеток, а уменьшение, сопровож-
дающееся увеличением содержания белков, – о переходе клеток от деления к
росту растяжением [9, c. 5–6]. Анализ изменения этого соотношения показыва-
ет, что активное деление клеток культуры раувольфии змеиной происходит до
28 сут. роста, а затем сменяется процессами растяжения.

В варианте с влиянием биназы наблюдали увеличение периода клеточного
деления до 43 дней, т. е. биназа стимулировала процесс деления клеток, увели-
чивая его интенсивность и время протекания. Увеличение содержания  РНК  на
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Рис. 3. Влияние биназы на содержание белка в каллусе Rauwolfia serpentina. По оси
ординат – количество белка, мг/г сухой массы. Остальные обозначения как на рис. 1
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Рис. 4. Влияние биназы на отношение РНК/белок в каллусе Rauwolfia serpentina. По
оси ординат – отношение РНК/белок. Остальные обозначения как на рис. 1

начальных стадиях роста является важным признаком идущих в растительной
ткани активных процессов клеточной дифференциации [7]. Однако само по се-
бе увеличение содержания РНК не может являться достаточным и достовер-
ным показателем протекания клеточной дифференцировки. В связи с этим мы
сравнили характер изменений количества РНК с динамикой рибонуклеазной
активности (рис. 5).

Повышение содержания РНК на фоне увеличения уровня рибонуклеазной
активности свидетельствует об идущих в клетке активных процессах обновле-
ния мРНК, а, значит, и об интенсивном процессе изменения спектра синтези-
руемых белков. Как известно, именно эти процессы происходят при клеточной
дифференциации. Поэтому для оценки состояния этого процесса мы рассмат-
ривали оба параметра – содержание РНК и уровень рибонуклеазной активно-
сти. Высокий уровень обоих рассмотренных показателей наблюдали в проме-
жутке между 14 и 43 сут. роста. Следовательно, именно в этот период шла наи-
более активная дифференцировка клеток. Это подтверждается данными гисто-
химических исследований культуры ткани раувольфии змеиной  линии  А  [10],
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Рис. 5. Влияние биназы на рибонуклеазную активность в каллусе Rauwolfia serpentina.
По оси ординат – активность рибонуклеазы, оптическая плотность/мг белка в 1 мин.
Остальные обозначения как на рис. 1

0
0,05

0,1
0,15

0,2
0,25

0,3
0,35

0,4

14 28 43 50 63 72 83 92 111

Рис. 6. Влияние биназы на количество фенольных соединений в каллусе Rauwolfia ser-
pentina. По оси ординат – содержание фенольных соединений, оптическая плотность/г
сухой массы. Остальные обозначения как на рис. 1

показавшими, что наиболее интенсивный клеточный морфогенез и дифферен-
цировка в ткани наблюдаются в период от 20 до 40 сут. роста. В присутствии
биназы значения содержания РНК и уровень рибонуклеазной активности выше
контрольных, что свидетельствует об усилении биназой клеточной дифферен-
цировки. Более того, биназа удлиняет период дифференциации клеток по срав-
нению с контролем, вплоть до 50 сут. роста. Таким образом, на начальных эта-
пах роста культуры и до середины пассажа влияние биназы характеризуется
активным стимулирующим действием на процессы клеточного роста.

После 43–50 сут. характер процессов, происходящих в культуре, изменяет-
ся. Количество РНК и белков перестает снижаться и стабилизируется на неко-
тором сравнительно постоянном уровне. Это говорит о наступлении стацио-
нарной фазы роста. Влияние биназы на показатели первичного обмена в этот
период незначительно. Исключением является уровень рибонуклеазной актив-
ности. После 50 дней в варианте с внесением биназы этот показатель значи-
тельно ниже, чем в контроле. Вероятно, это связано со стимуляцией биназой
синтеза фенольных соединений (рис. 6).
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Рис. 7. Влияние биназы на накопление аймалиновых алкалоидов в каллусе Rauwolfia
serpentina. По оси ординат – количество аймалиновых алкалоидов,  % от сухой массы.
Остальные обозначения как на рис. 1

Известно, что многие растительные фенолы являются ингибиторами раз-
личных ферментов, в том числе и рибонуклеаз [11]. На рис. 6 показано измене-
ние содержания фенольных соединений в процессе культивирования каллуса
раувольфии змеиной. Количество фенолов на протяжении практически всего
пассажа стабильно увеличивалось. В контроле интенсивное накопление фено-
лов наблюдалось после 28-дневного возраста и продолжалось до самого конца
культивирования. В присутствии биназы кривая накопления фенольных соеди-
нений носила S-образный характер с наиболее активными темпами накопления
в период 43–63 дня.

После 60–70 сут. в культуре начинаются процессы старения, характери-
зующиеся активным накоплением фенольных соединений, снижением содер-
жания РНК и белков. В этот период в клетках наблюдали самый высокий уро-
вень рибонуклеазной активности за весь период роста культуры. Исходя из это-
го, можно предположить, что снижение уровня РНК в период старения проис-
ходит в результате деградации. Падение количества белков в этот период, по
всей видимости, является следствием снижения РНК. Определенную роль здесь
играет, вероятно, и высокий уровень фенолов, среди которых известны ингиби-
торы синтеза белка. Действие биназы в этот период значительно. Она заметно
снижала рибонуклеазную активность каллуса. Снижение содержания белка в
варианте с биназой не происходило, несмотря на высокий уровень фенолов.
Известно, что разнообразие фенольных соединений, образующихся в расти-
тельной клетке, сочетается с разнообразием их функций [12]. Поэтому можно
предположить, что биназа способна изменять соотношение фенолов, имеющих
различные физиологические функции. В пользу этого свидетельствует и тот
факт, что в контроле после 60 дней наблюдается повышение рибонуклеазной
активности, несмотря на увеличение количества фенольных соединений. Так
или иначе, действие биназы в конце пассажа направлено на торможение про-
цессов старения культуры. В этой связи биназа сходна с цитокининами – фито-
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гормонами, способными останавливать старение растительной ткани [13,
c. 138–143].

Мы исследовали влияние биназы и на динамику накопления продуктов
вторичного обмена: суммы индольных алкалоидов, аймалиновых и резерпино-
вых алкалоидов и фенолов.

На рис. 7 изображено изменение содержания аймалиновых алкалоидов по
мере роста культуры от 2-недельного до 150-дневного возраста. В контроле в
период между 14 и 43 сут. наблюдали некоторое снижение содержания айма-
линовых алкалоидов. По мере дальнейшего роста (после 43 дней) их количест-
во увеличивалось и достигало максимального значения к 92 сут., которое со-
ставляло 0.67% от сухого веса. После 92 дней в культуре начинается снижение
содержания аймалиновых алкалоидов, и к 150 сут. их уже становится почти
вдвое меньше (0.37%). В варианте с внесением биназы обнаружена динамика,
несколько отличная от контроля. Снижения содержания аймалиновых алкалои-
дов в период между 14 и 43 днями практически не наблюдали. После 43 сут.
также начинается интенсивное накопление алкалоидов, темпы которого после
70 дней снижаются, и график плавно выходит на максимум в 111 дней. Макси-
мальное значение содержания аймалиновых алкалоидов в варианте с биназой
составляет 0.53%. Снижение уровня алкалоидов после 111 дней здесь менее
интенсивное, чем в контроле.

На рис. 8 показано изменение общего содержания индольных алкалоидов
по мере культивирования каллуса раувольфии змеиной. В целом, закономерно-
сти, характерные для изменения содержания аймалиновых алкалоидов, наблю-
даются и здесь.

Динамика накопления резерпиновых алкалоидов в культуре раувольфии
змеиной представлена на рис. 9. Начиная с 14-дневного возраста, количество
этих алкалоидов интенсивно растет вплоть до 43 дней.

Затем в контрольном варианте начинается их активное снижение, которое
продолжается до 72-дневного возраста, а затем вновь начинается их накопле-
ние. В биназном варианте после 43 дней снижения количества алкалоидов пра-
ктически не происходит. Максимальное содержание резерпиновых алкалоидов
составляет в контроле 0.058% от сухого веса, для биназы – 0.072% и приходит-
ся на 43 сут.

Темпы накопления алкалоидов в культуре имеют сложный характер, завися-
щий от возраста культуры, вида алкалоидов и факторов культивирования. С
практической точки зрения наиболее интересна динамика изменения содержа-
ния алкалоидов группы аймалина. В самом начале пассажа содержание айма-
линовых алкалоидов достаточно высокое. Такое значительное количество труд-
но объяснить биосинтезом алкалоидов de novo. По-видимому, этот запас пред-
ставляет собой остаточное количество алкалоидов, сохранившихся от материн-
ской культуры после пересадки. Обращает на себя внимание последующее сни-
жение уровня аймалиновых алкалоидов, а также общего содержания алкалои-
дов. Это, очевидно, связано с активно идущими процессами деления и растяже-
ния клеток каллуса на этом этапе роста. Поскольку предшественником биосин-
теза алкалоидов раувольфии змеиной является триптофан  [14], то можно пред-
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Рис. 8. Влияние биназы на биосинтез индольных алкалоидов в каллусе Rauwolfia ser-
pentina. По оси ординат – сумма индольных алкалоидов, % от сухой массы
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Рис. 9. Влияние биназы на образование резерпиновых алкалоидов  в каллусе Rauwolfia
serpentina. По оси ординат – количество резерпиновых алкалоидов, % от сухой массы

положить, что наблюдаемое в контроле увеличение количества белков в этот
период и приводит вследствие конкуренции за общий субстрат к снижению
синтеза алкалоидов. Однако нельзя исключить возможности более высокой ак-
тивности ферментов биодеградации, чем ферментов биосинтеза алкалоидов в
это время. Несомненно то, что в начальный период роста культуры для ее кле-
ток более физиологически необходимым является накопление белка, а не алка-
лоидов. Исключением являются алкалоиды группы резерпина, которые в этот
период (14–43 сут.) интенсивно накапливаются. Известно, что некоторые алка-
лоиды принимают участие в регуляции внутриклеточного метаболизма [15].
Вероятно, функции резерпиновых алкалоидов каким-либо образом связаны с
основным обменом (либо регулируют, либо являются его участниками). Ста-
ционарная фаза клеточного роста (после 43 сут.) характеризуется активным
накоплением алкалоидов. В период между 60 и 90 днями темп накопления ай-
малиновых алкалоидов составляет около 0.015% в сутки и является наиболее
интенсивным за все время культивирования. Период старения в культуре со-
провождается достижением максимального значения содержания алкалоидов, а
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затем (после 92 дней) снижением их содержания. Вероятно, в этот период про-
цессы деградации начинают преобладать над процессами их синтеза. Харак-
терно, что в это время содержание резерпиновых алкалоидов повышается. На-
блюдаемая нами противоположность динамики изменения количества аймали-
новых и резерпиновых алкалоидов может свидетельствовать о конкуренции
процессов их синтеза за общие предшественники. Однако если такая конку-
ренция существует, то она не будет определяющим фактором, поскольку коли-
чество алкалоидов этих групп отличается на порядок. Более удачным является
предположение, что аймалиновые и резерпиновые алкалоиды имеют различные
физиологические функции в клетке. Анализируя влияние биназы на вторичный
обмен в культуре раувольфии змеиной, необходимо отметить ее одновремен-
ное действие на конкурентные процессы. Так, в присутствии биназы не проис-
ходит снижения содержания алкалоидов в период активного накопления бел-
ков. Это обстоятельство говорит в пользу отсутствия конкуренции за общий
субстрат или незначительности ее роли при синтезе алкалоидов и белков. Этот
факт согласуется с выводами, полученными при сравнении содержания белков
и накопления аймалиновых алкалоидов различными штаммами раувольфии
змеиной [7]. Эти авторы предполагают, что образование индольных алкалоидов
в культуре клеток изученных штаммов ограничивается не недостатком выра-
ботки соответствующих предшественников, а наличием и/или активностью
ферментов, катализирующих образование вторичных соединений. Косвенным
подтверждением основной роли активности ключевых ферментов биосинтеза
алкалоидов в процессах их накопления является тот факт, что ионы кальция,
являясь активаторами данных ферментных систем, способны повышать содер-
жание алкалоидов на 70% [16]. Аналогичная картина наблюдается и для пары
аймалин-резерпин. Биназа снимает видимую конкуренцию накопления алка-
лоидов этих двух групп, и теперь при интенсивном накоплении аймалиновых
алкалоидов (60–90 сут.) уровень алкалоидов группы резерпина не снижается.
Интересно, что биназа тормозит процессы деградации, снижающие количество
алкалоидов как в начальный период роста (до 43 сут.), так и в период старения.
Если уровень алкалоидов в клетке считать результатом соотношения двух про-
тивоположных процессов – биосинтеза и биодеградации, то биназа, несомнен-
но, стимулирует активность ферментов биогенеза алкалоидов. Применение би-
назы как стимулятора накопления аймалиновых алкалоидов целесообразно при
длительности культивирования 60–65 сут. В этом случае наблюдается макси-
мальный эффект стимуляции (52%). Для накопления резерпиновых алкалоидов
оптимальное время культивирования 40–45 сут. (эффект стимуляции биназой –
24%), а для суммы индольных алкалоидов – 70 сут. (эффект стимуляции бина-
зой – 24%).

Выводы

Рибонуклеаза Bacillus intermedius (биназа), внесенная при многократном
пассировании на поверхность питательной среды в концентрации 10–5 мг/мл,
вызывала существенные изменения в первичном и вторичном обменах каллус-
ной культуры раувольфии змеиной Rauwolfia serpentina Benth, особенно на на-
чальном этапе роста и при старении культуры.
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В начале культивирования биназа стимулировала процесс деления и диф-
ференцировки клеток, увеличивая их интенсивность и время протекания.

Действие биназы в конце пассажа направлено на торможение процессов
старения культуры. В этот период биназа заметно снижала рибонуклеазную ак-
тивность и поддерживала количество белка в каллусе на постоянном уровне.

Биназа может применяться для стимулирования биосинтеза суммы индоль-
ных, резерпиновых и аймалиновых алкалоидов.

Summary

S.N. Neustrueva, A.V. Kunin, N.S. Siyanova, I.V. Zhegalova, V.G. Vinter, G.N. Marda-
nova. The binase influence on basic metabolism in tissue culture of Rauwolfia serpentina
Benth.

The repeated passage of Rauwolfia tissues on the nutritious mixture with binase – ribo-
nuclease of Bacillus intermedius (10–5 mg/ml) causes essential change of the primary and se-
condary metabolism. In the beginning of the cultivation binase stimulates of cells’ division
and differention. In the end of the passage binase inhibites the grow old of the culture, which
is the result of reducing ribonuclease activity and constant protein level. The usage of binase
stimulates the increase of indolyle, reserpine and ajmaline alkaloids content.
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