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Изучали влияние кадмия (Cd(NO3)2, концентрация 25 мг/л) на морфофизиологические и 
биохимические характеристики гетеротрофной каллусной культуры чайного растения 
(Camellia sinensis L.). Установили, что в присутствии металла прирост каллусной массы 
снижался по сравнению с контролем и изменялись ее морфофизиологические характеристики. 
Стрессовые условия способствовали накоплению первичных продуктов пероксидного 
окисления липидов (диеновых конъюгатов) на фоне снижения содержания вторичных 
продуктов (малонового диальдегида). В присутствии кадмия в каллусных культурах 
повышалось содержание низкомолекулярных антиоксидантов фенольной природы, включая 
характерные для чая флаваны. 
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1Одной из важнейших проблем совре-
менности является загрязнение биосферы раз-
личными экотоксикантами, в том числе тяже-
лыми металлами. Их содержание в воде и поч-
вах возрастает вследствие различных техноген-
ных воздействий (Алексеев, 1987; Tyler et al., 
1989). Эти соединения оказывают токсическое 
действие на все живые объекты, в том числе и 
человека, поскольку способны включаться в 
пищевые цепи, на которых основан круговорот 
химических элементов в природе.  

К числу наиболее токсичных представи-
телей тяжелых металлов относится кадмий 
(Wahid et al., 2009). Он принадлежит к первому 
классу опасности, согласно классификации 
токсикантов, поступающих в почву в результа-
те антропогенной деятельности человека (Бог-
дановский, 1994). Поступление кадмия в расте-
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ния происходит преимущественно через корни 
и в значительно меньшей степени – через ли-
стья (Серегин, Иванов, 2001; Clemens, 2006). 
Видимыми симптомами его повышенного со-
держания являются хлороз листьев, красно-
бурая окраска их краев и прожилок, задержка 
роста растений и повреждение корневой систе-
мы (Серегин, Иванов, 2001; Zhao et al., 2006; 
Казнина, Титов, 2013).  

Фитотоксичность кадмия проявляется и 
на метаболическом уровне: происходят изме-
нения в транспирации и фиксации углекислого 
газа, фотосинтезе, проницаемости клеточных 
мембран, активности ряда ферментов (Серегин, 
Иванов, 2001; Sigfridsson et al., 2004; Souza et 
al., 2011). Кроме того, его поступление индуци-
рует пероксидное окисление липидов в клетках 
растений (Iannone et al., 2010), активирует про-
теолиз (Pena et al., 2007), нарушает обмен азота 
и серы (Gill, Tuteja, 2010). Сообщалось также о 
замене металлов, входящих в металлобелковые 
комплексы растительных клеток, на кадмий 
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(Greger et.al., 2004; Титов и др., 2013). При его 
действии отмечалось также возникновение му-
таций, изменение морфологии ядра, структуры 
клеток и тканей растений (Kuthanova, 2004).  

Поскольку кадмий, также как и другие 
тяжелые металлы, выступает в роли индуктора 
окислительного стресса в растительных клетках, 
то в этом случае важная роль принадлежит ан-
тиоксидантной системе защиты, включающей 
как высокомолекулярные, так и низкомолеку-
лярные соединения (Прадедова и др., 2011). К 
числу низкомолекулярных антиоксидантов от-
носятся фенольные соединения – одни из наибо-
лее распространенных представителей вторич-
ных метаболитов растительного происхождения 
(Запрометов, 1993). Их антиоксидантные свой-
ства связаны с наличием в структуре фенольных 
гидроксильных групп, которые легко отдают 
свой атом водорода при взаимодействии со сво-
бодными радикалами, что способствует ингиби-
рованию процессов радикально-цепного окисле-
ния в организме, защищая таким образом био-
молекулы (липидные мембраны, белки, ДНК) от 
окисления, что особенно важно в условиях 
стрессовых воздействий (Edreva et al., 2008; Та-
раховский и др., 2013). Согласно литературным 
данным, именно баланс между генерацией и 
удалением активных форм кислорода позволяет 
избежать развития окислительного стресса в 
клетках растений (Колупаев, 2007).  

Удобным подходом для изучения клеточ-
ного метаболизма и его регуляции являются 
культуры in vitro (Бутенко, 1999). В большин-
стве случаев они сохраняют способность к син-
тезу характерных для интактных тканей вторич-
ных метаболитов, в том числе и фенольной при-
роды (Karuppusamy, 2009; Nosov, 2012). Это 
позволяет успешно использовать их для изуче-
ния фенольного метаболизма и его роли в жизни 
растений, в том числе и при адаптации к стрес-
совым условиям (Дубравина и др., 2005; Coste et. 
al., 2011). Одним из удобных объектов для таких 
исследований являются каллусные культуры, 
полученные из молодых побегов чайного расте-
ния, обладающего специализированным обме-
ном, направленным на биосинтез различных со-
единений фенольной природы (Запрометов, 
1963). Ранее было показано, что в условиях in 
vitro эти культуры сохраняли способность к био-
синтезу фенольных соединений, в том числе и 
характерных для чая флаванов – веществ, обла-
дающих Р-витаминной капилляроукрепляющей 
активностью (Загоскина и др., 1997).  

Целью настоящей работы явилось изуче-
ние изменений в морфофизиологических харак-

теристиках, уровне пероксидного окисления ли-
пидов и накоплении фенольных соединений на 
различных стадиях роста каллусной культуры 
чайного растения, вызванных присутствием 
кадмия в питательной среде. Такой подход поз-
волит выяснить реакцию клеток высших расте-
ний с высокой способностью к накоплению по-
лифенолов, которым отводится важная роль в 
системе антиоксидантной защиты, на действие 
одного из представителей экотоксикантов – 
кадмия.  

МЕТОДИКА  
Объектом исследования были каллусные 

культуры, инициированные из молодого стебля 
чайного растения (Camellia sinensis L., грузин-
ская разновидность). Каллусы выращивали в 
условиях факторостата (+26оС, относительная 
влажность воздуха 70%, темнота) на модифици-
рованной питательной среде Хеллера, содержа-
щей 2,4-Д (5 мг/л) и глюкозу (25 г/л) (Корецкая, 
Запрометов, 1975). В опытных вариантах к ос-
новной питательной среде добавляли кадмий, 
используя для этого Cd(NO3)2 в концентрации 25 
мг/л. Длительность пассажа составляла 45 дней. 

Оводненность каллусов определяли стан-
дартным методом, высушивая их при + 70°С до 
постоянной массы (Носов, 2011).  

Об интенсивности процессов пероксидно-
го окисления липидов судили по накоплению 
продуктов окисления: диеновых конъюгатов и 
малонового диальдегида. Содержание диеновых 
коньюгатов определяли путём измерения опти-
ческой плотности липидных экстрактов в смеси 
метанол-гексан (5:1) при 232 нм (Кейтс, 1975). 
Содержание малонового диальдегида определя-
ли по реакции с тиобарбитуровой кислотой с по-
следующим измерением оптической плотности 
раствора при 532 нм (Жиров и др., 1982). 

Фенольные соединения извлекали из рас-
тительного материала 96%-ным этанолом. В 
экстрактах спектрофотометрическим методом 
определяли содержание суммы растворимых 
фенольных соединений (с реактивом Фолина-
Дениса, при 725 нм) и содержание флаванов (с 
ванилиновым реактивом, при 500 нм) (Запроме-
тов, 1971). Калибровочные кривые в обоих слу-
чаях строили по (-)-эпикатехину.  

Все определения проводили в трех биоло-
гических и 2-3 аналитических повторностях. На 
рисунках и диаграммах представлены средние 
арифметические значения определений и их 
квадратичные отклонения.  
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ  
Морфофизиологические характеристи-

ки каллусных культур  
 Гетеротрофная каллусная культура чай-

ного растения, выращиваемая на основной пи-
тательной среде, представляла собой медленно 
растущий плотный каллус светло-желтого цве-
та (рис. 1, А). На среде с кадмием культуры 
имели более темный цвет (рис. 1, Б). На их по-
верхности отмечалось формирование участков 
темно-коричневого цвета, содержащих, пред-
положительно, некротизированные клетки. О 
том, что присутствие кадмия в питательной 
среде влияет на морфофизиологические харак-
теристики культивируемых в условиях in vitro 
клеток и тканей высших растений сообщалось 
и другими авторами (Гончарук и др., 2001; 
Гладков, 2006). 

Важным моментом при оценке клеточ-
ных культур является изучение характера их 
роста и оводненности клеток (Носов, 2011). В 
случае культуры чая, выращиваемой на основ-
ной питательной среде, прирост каллусной 
массы в течение всего пассажа был равномер-

ным и к концу увеличился в 2 раза по сравне-
нию с начальным этапом роста (рис. 2). Что ка-
сается опытного варианта, то в этом случае 
увеличение было очень незначительным, что 
свидетельствует о токсическом действии кад-
мия на каллусы чая.  

 Содержание воды в культурах чайного 
растения составляло 92-94% (таблица). Более 
высокие и практически одинаковые его значе-
ния характерны для контрольного варианта. В 
условиях действия кадмия оводненность каллу-
сов была меньше. По мере их роста она немно-
го увеличивалась к концу пассажа, но была ни-
же, чем в контрольном варианте. Поскольку 
содержание воды в клетках растений свиде-
тельствует о степени их растяжения и вакуоли-
зации, то можно предположить, что присут-
ствие кадмия в среде культивирования подав-
ляло эти процессы в каллусах чая.  

Все вышеизложенное позволяет заклю-
чить, что присутствие кадмия в питательной 
среде влияло на морфофизиологические харак-
теристики каллусной культуры чайного расте-
ния. Это проявлялось в изменении их морфоло-
гии, снижении оводненности клеток, формиро-

 
Рис. 2. Прирост каллусной массы гетеротрофной культуры чайного растения, выращивае-
мой на основной среде (контроль) или на среде с Cd(NO3)2.  

 
Рис. 1. Внешний вид каллусных культур чайного растения, выращиваемых на основной пи-
тательной среде (контроль, А) или на среде с Cd(NO3)2 (Б). Возраст культур 21 день. 
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вании некротических участков и снижении 
прироста. Следовательно, четко прослежива-
лось токсическое действие ионов кадмия на 
культивируемые в условиях in vitro клетки чай-
ного растения. 

Содержание диеновых коньюгатов и 
малонового диальдегида  

 Одной из наиболее распространенных 
неспецифических реакций растительных клеток 

на действие стрессового фактора является ин-
дукция процессов пероксидного окисления ли-
пидов, обусловленная действием активных 
форм кислорода (Кордюм и др., 2003; Полес-
ская, 2007). На начальных этапах окислитель-
ного стресса образуются первичные продукты 
пероксидного окисления липидов – диеновые 
коньюгаты, а на более поздних – малоновый 
диальдегид (Кейтс, 1975). Однако эти соедине-

Содержание воды в каллусных культурах чайного растения по мере их роста 
 на основной питательной среде или на среде с кадмием 

Вариант Оводненность, % 
21 день 29 день 40 день 

Контроль 94,34±1,15 94,66±1,06 94,34±0,13 

Cd(NO3)2 92,48±1,28 93,35±0,15 93,34±0,42 

 

 
Рис. 3. Содержание диеновых конъюгатов (А) и малонового диальдегида (МДА – Б) в каллу-
сных культурах чайного растения разного возраста.  
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ния накапливаются и в обычных (нормальных) 
условиях, поскольку активные формы кислоро-
да необходимы для поддержания жизнедея-
тельности клеток. 

В первую очередь мы изучали характер 
накопления диеновых коньюгатов в каллусных 
культурах чая (рис. 3, А). В обоих вариантах 
оно было самым высоким в начале пассажа и 
снижалось к его концу. Для каллусов, культи-
вируемых на основной питательной среде, от-
мечено постепенное уменьшение их количе-
ства. В случае каллусов, культивируемых на 
среде с кадмием, для которых характерно более 
высокое содержание диеновых коньюгатов по 
сравнению с контролем в течение всего пасса-
жа, отмечалось снижение их уровня с 21-го по 
29-й день роста с последующей стабилизацией.  

Таким образом, выращивание каллусных 
культур чайного растения в стресовых услови-
ях (среда с кадмием) сопровождалось повыше-
нием в них содержания диеновых коньюгатов, 
что в большей степени проявлялось на началь-
ных этапах роста культуры, то есть на ранних 
этапах действия экотоксиканта. Эти результаты 
согласуются с литературными данными о зави-
симости ответа клеток высших растений от до-
зы действующего фактора (Ammar et al., 2008). 

Другим важным показателем состояния 
клеток является содержание малонового диаль-
дегида, характеризующее уровень пероксидно-
го окисления липидов (Полесская, 2007). Как 
следует из полученных данных, его количество 
в культурах чая значительно повышалось к се-
редине пассажа, что в большей степени было 
характерно для контрольного варианта (рис. 3, 
Б). К концу культивирования этот показатель 
снижался, но в обоих случаях оставался на бо-
лее высоком уровне, чем в начале. Следует 
также подчеркнуть, что в стрессовых условиях 
содержание малонового диальдегида было ни-
же, чем в контрольном варианте. 

Итак, присутствие экотоксиканта в пита-
тельной среде вызывало накопление лишь пер-
вичных продуктов пероксидного окисления ли-
пидов (диеновых коньюгатов) в каллусных тка-
нях чайного растения на фоне снижения коли-
чества вторичных продуктов (малонового 
диальдегида). Это свидетельствует об «оста-
новке» свободнорадикального процесса на 
уровне образования диеновых конъюгатов. Та-
кой эффект на основании имеющихся данных 
объяснить сложно. Одной из его причин может 
быть увеличение под влиянием кадмия в каллу-
сах чая содержания фенольных соединений, ко-
торым, как известно, отводится важная роль в 

защите клеток от окислительного стресса (Та-
раховский и др., 2013).  

Содержание фенольных соединений 
Как уже отмечалось, культивируемые in 

vitro клетки чайного растения, сохраняли спо-
собность к биосинтезу фенольных соединений, 
в том числе и характерных для чая флаванов 
(Загоскина и др., 1997). В культуре, растущей 
на основной питательной среде, наибольшее 
суммарное содержание фенольных соединений 
отмечено на 21-й день роста, а затем оно посте-
пенно снижалось (рис. 4, А). В конце пассажа 
оно было почти в 3 раза меньше, чем на 
начальных этапах роста. 

Иная картина наблюдалась в варианте с 
кадмием. Наименьшее суммарное содержание 
фенольных соединений было в начале цикла 
культивирования (21 день), затем оно значи-
тельно повышалось (на 29 день – почти на 
57%), а к концу пассажа – немного снижалось 
(на 10%). В целом же накопление этих низко-
молекулярных антиоксидантов фенольной при-
роды к концу опыта в 2,7 раза превышало этот 
показатель в контроле. Следовательно, при 
воздействии экотоксиканта на культивируемые 
в условиях in vitro клетки чайного растения 
происходила постепенная активация биосинте-
за полифенолов, что четко проявлялось на за-
вершающих этапах их роста. О том, что реак-
ция высших растений на действие тяжелых ме-
таллов зависит от дозы действующего фактора 
сообщалось в литературе (Wahid et al., 2009).  

Аналогичная тенденция характерна и для 
накопления флаванов – соединений, являю-
щихся основными компонентами фенольного 
комплекса как чайного растения, так и иниции-
рованных из него каллусных культур (Запроме-
тов, 1964; Запрометов, Загоскина,1987). В кал-
лусных культурах, выращиваемых на основной 
питательной среде, их содержание было самым 
высоким на начальных этапах роста, а затем 
постепенно снижалось к концу пассажа (рис. 4, 
Б). В случае же культур, выращиваемых на сре-
де с кадмием, в начале пассажа содержание 
флаванов было низким и практически равным 
таковому контрольного варианта. В дальней-
шем оно повышалось (к 29 дню роста – на 
40%), а в конце пассажа – незначительно сни-
жалось. Все эти изменения отражались и на до-
ле флаванов в суммарном содержании полифе-
нолов: в контрольном варианте она составляла 
61% у 21-дневной культуры и 52-53% – у 29- и 
40-дневной культур, тогда как в опытном вари-
анте – 68%, 62% и 61%, соответственно. Все 
это свидетельствует о том, что в каллусных 
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культурах чая в присутствии кадмия происхо-
дила активация как шикиматного, так и ацетат-
ного путей биосинтеза полифенолов, что важно 
для образования флаванов (Запрометов, 1993).  

Все вышеизложеное позволяет заклю-
чить, что в стрессовых условиях повышается 
накопление основных компонентов фенольного 
комплекса каллусных культур чая – флаванов, 
что свидетельствует об их важной роли в си-
стеме защиты клеток от действия кадмия.  

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке Российского фонда фундаментальных исследова-
ний (грант № 14-04-01742).  
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ACTION OF CADMIUM IONS  
ON CULTURE IN VITRO OF TEA (CAMELLIA SINENSIS L.) PLANT  
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1K.A. Timiriazev Institute of Plant Physiology  

of Russian Academy of Sciences  
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(Moscow, Russia) 

The effect of cadmium (Cd(NO3)2, concentration of 25 mg/l) on morpho-physiological and biochem-
ical characteristics of heterotrophic callus culture of the tea plant (Camellia sinensis L.) was studied. 
There was established that metal was reduced growth in callus weight compared with the control 
and influenced on its morphological and physiological characteristics. Stress conditions contributed 
to the accumulation of primary products of lipid peroxidation (diene conjugates) against the back-
ground of reduction of secondary products (malondialdehyde). Accumulation of low molecular 
weight antioxidants like polyphenols, including flavans (typical for tea) in callus cultures increased 
in the presence of cadmium. 

Key words: Camellia sinensis L., culture in vitro, cadmium, lipid peroxidation, phenolic com-
pounds, flavans 

 

 

ДІЯ ІОНІВ КАДМІЮ  
НА КУЛЬТУРУ IN VITRO ЧАЙНОЇ РОСЛИНИ  

(CAMELLIA SINENSIS L.) 

Н. В. Загоскіна1, М. Ю. Зубова1, Т. Л. Нечаєва1, Є. А. Живухіна2 

1Федеральна державна бюджетна установа науки  
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(Москва, Росія)  
e-mail: biophenol@gmail.com 

2Московський державний педагогічний університет 
(Москва, Росія) 

Вивчали вплив кадмію (Cd(NO3)2, концентрація 25 мг/л) на морфофізіологічні та біохімічні 
характеристики гетеротрофної калусної культури чайної рослини (Camellia sinensis L.). Вста-
новили, що в присутності металу приріст калусної маси знижувався порівняно з контролем і 
змінювалися її морфофізіологічні характеристики. Стресові умови сприяли накопиченню пе-
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рвинних продуктів пероксидного окиснення ліпідів (дієнових кон'югатів) на тлі зниження 
вмісту вторинних продуктів (малонового діальдегіду). У присутності кадмію підвищувався 
вміст в калусних культурах низькомолекулярних антиоксидантів фенольної природи, зокре-
ма, характерних для чаю флаванів. 

Ключові слова: Camellia sinensis, культури in vitro, кадмій, пероксидне окиснення ліпідів, 
фенольні сполуки, флавани 
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