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Резюме
Введение. Выращивание биомассы растительных клеток как метод получения сырья существует довольно долгое время. Растительные 
клетки, культивируемые in vitro, выступают в роли источника ценных вторичных метаболитов, таких как фенолы, алкалоиды, 
фитостероиды, гликозиды и др. Важно создать такие условия, при которых в штаммах будет наблюдаться накопление ценных 
биологически активных веществ. Культивирование предполагает использование сложных многокомпонентных питательных сред, 
содержащих определенный набор макро-, микроэлементов, витаминов, стимуляторов роста. Шалфей лекарственный обладает широким 
спектром фармакологического действия. В связи с ограниченным ареалом произрастания шалфея лекарственного, а также с ухудшением 
экологической обстановки в регионах произрастания использование фитобиотехнологического метода получения сырья является 
актуальным.
Цель. Получить жизнеспособную каллусную культуру шалфея лекарственного (Salvia officinalis L.).
Материалы и методы. В качестве эксплантов использованы листья интактного растения шалфея лекарственного, семейства Яснотковые 
(Salvia officinalis, Lamiaceae). Предварительную стерилизацию эксплантов осуществляли 6%-м раствором гипохлорита натрия в 
течение 20  минут и этанолом 70%-м – 1 минуты. Культивировали на питательной среде по прописи Мурасиге – Скуга. Определение 
жизнеспособности клеток с использованием витальных красителей оценивали при помощи микроскопии (микроскоп цифровой Bresser 
LCD 50x-2000x, Германия). Высокоэффективную тонкослойную хроматографию проводили с использованием системы HPTLC PRO SYSTEM 
(CAMAG AG, Швейцария).
Результаты и обсуждение. После двух недель культивирования на поверхности эксплантов наблюдалось образование первичного 
каллуса. Визуально он представлял собой тонкий слой интенсивно делящихся недифференцированных клеток светло-жёлтого цвета. В 
течение культивирования нарастала биомасса полученного каллуса, он становился более рыхлым и приобретал более темный оттенок, 
также начинала темнеть питательная среда. Обнаруженные клетки при микроскопии можно разделить на два типа: первый тип – клетки 
меристематического типа, второй тип – клетки паренхимного типа. Микроскопия показала, что более 95 % всех визуализированных клеток 
живые. В следующих пассажах существенных изменений морфотипа культуры отмечено не было. В одиннадцатом пассаже проведено 
исследование ростовой активности штамма. Максимальная удельная скорость роста 0,42 сут-1 наблюдается на 14–18 сутки роста, при этом 
показатель времени удвоения биомассы наименьший и соответствует значению 1,66 суток. За один цикл культивирования количество 
биомассы увеличивается в 7,73 раза. Результаты качественного анализа методом ВЭТСХ показывают, что качественный состав биомассы 
шалфея лекарственного в целом близок к таковому у интактных растений.
Заключение. Получен жизнеспособный стабильный штамм растительных клеток шалфея лекарственного на питательной среде по 
прописи Мурасига и Скуга с половинным содержанием микро- и макросолей и фитогормонами 2,4-дихлорфеноксиуксусная кислота 
(6 мг/мл) и кинетин (1 мг/мл). Для следующих пассажей рекомендовано использование питательной среды по прописи Мурасиге – Скуга 
с полным содержанием микро- и макросолей и фитогормонами α-нафтилуксусная кислота (1 мг/мл) и кинетин (1 мг/мл). Основную массу 
полученного гетерогенного каллуса составляют клетки меристематического и паренхимного типа. Качественный состав БАВ биомассы 
шалфея лекарственного в целом близок к таковому у интактных растений. 
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Abstract
Introduction. Cultivation of biomass of plant cells as a method of obtaining raw materials has existed for quite a long time. Plant cells cultivated in 
vitro act as a source of valuable secondary metabolites such as phenols, alkaloids, phytosteroids, glycosides, etc. It is important to create conditions 
under which the accumulation of valuable biologically active substances will be observed in the strains. Cultivation involves the use of complex 
multicomponent nutrient media containing a certain set of macro-, microelements, vitamins, growth stimulants. Salvia officinalis has a wide 
spectrum of pharmacological action. Due to the limited growing area of medicinal sage, as well as the deterioration of the ecological situation in 
the growing regions, the use of a phytobiotechnological method for obtaining raw materials is relevant.
Aim. The aim of the study is to obtain a viable callus culture of salvia officinalis (Salvia officinalis L.).
Materials and methods. Leaves of an intact plant sage medicinal, of the Lamiaceae family (Salvia officinalis, Lamiaceae) were used as explants. 
The explants were pre-sterilized with 6 % sodium hypochlorite solution for 20 minutes and 70 % ethanol for 1 minute. It was cultivated on a 
nutrient medium according to the Murasig – Skoog recipe. Determination of cell viability using vital dyes was assessed using microscopy (digital 
microscope Bresser LCD 50x-2000x, Germany). High performance thin layer chromatography was performed using a HPTLC PRO SYSTEM (CAMAG 
AG, Switzerland).
Results and discussion. After two weeks of cultivation, the formation of primary callus was observed on the surface of the explants. Visually, it 
was a thin layer of intensely dividing undifferentiated light yellow cells. During cultivation, the biomass of the resulting callus increased, it became 
looser and acquired a darker shade, and the nutrient medium also began to darken. The detected cells during microscopy can be divided into two 
types: the first type is cells of the meristematic type, the second type is cells of the parenchymal type. Microscopy showed that more than 95 % 
of all visualized cells are alive. In the following passages, no significant changes in the morphotype of the culture were noted. In the eleventh 
passage, a study of the growth activity of the strain was carried out. The maximum specific growth rate of 0.42 day-1 is observed on the 14–18th day 
of growth, while the biomass doubling time is the smallest and corresponds to the value of 1.66 days. During one cultivation cycle, the amount of 
biomass increases by 7.73 times. The results of a qualitative analysis by the method of high-performance thin-layer chromatography (HTPLC) show 
that the qualitative composition of the biomass of medicinal sage is generally close to that of intact plants.
Conclusion. A viable stable strain of plant cells of salvia officinalis was obtained on a nutrient medium according to the Murasig – Skoog recipe with 
a half content of micro- and macrosols and phytohormones 2,4-D (6 mg/ml) and kinetin (1 mg/ml). For the following passages, it is recommended 
to use a nutrient medium according to the Murasig – Skoog recipe with a full content of micro and macrosols and phytohormones naphthylacetic 
acid (1 mg/ml) and kinetin (1 mg/ml). The bulk of the obtained heterogeneous callus is made up of cells of the meristematic and parenchymal type. 
The qualitative composition of BAS biomass of medicinal sage is generally close to that of intact plants.
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ВВЕДЕНИЕ
Выращивание биомассы растительных клеток как 

метод получения сырья существует довольно дол-
гое время. Растительные клетки, культивируемые in 
vitro, выступают в роли источника ценных вторич-
ных метаболитов таких как фенолы, алкалоиды, фи-
тостероиды, гликозиды и др. [1–6]. Основное направ-
ление исследований в этой области заключается в 
подборе оптимальных составов питательных сред и 
условий культивирования. Поэтому очень важно со-
здать такие условия, при которых в штаммах будет 
наблюдаться накопление ценных биологически ак-
тивных веществ (БАВ). Прежде чем использовать био-
массу в качестве лекарственного сырья, необходимо 

получить по возможности более полную характери-
стику роста штамма. Это даст возможность правиль-
но оценить и прогнозировать рациональные сроки 
и условия для выращивания культуры клеток. Куль-
тивирование предполагает использование сложных 
многокомпонентных питательных сред, содержащих 
определенный набор макро-, микроэлементов, ви-
таминов, стимуляторов роста. Однако не существует 
универсальных протоколов для получения штаммов  – 
суперпродуцентов [7, 8]. Для каждого вида растений 
необходимо искать индивидуальный подход, с уче- 
том состава питательных сред, параметров культи-
вирования и т.  д. Шалфей лекарственный обладает 
широким спектром фармакологического действия. 
Антисептическое, противовоспалительное, болеуто-
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ляющее и другие свойства давно применяются как в 
народной, так и в научной медицине [9, 10]. В связи  
с ограниченным ареалом произрастания шалфея ле-
карственного, а также с ухудшением экологической 
обстановки в регионах произрастания использова-
ние фитобиотехнологического метода получения  
сырья является актуальным [11, 12].

Целью исследования являлось получение жиз-
неспособной каллусной культуры шалфея лекарст- 
венного (Salvia officinalis L.).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалы

В качестве эксплантов использованы листья ин-
тактного растения шалфея лекарственного, семейства 
Яснотковые (Salvia officinalis, Lamiaceae), культивиру- 
емого в питомнике лекарственных растений Санкт- 
Петербургского государственного химико-фармацев-
тического университета (пос. Лемболово, Ленинград-
ская область). 

Гипохлорит натрия (CAS: 7681-52-9, АО «ЛенРеак-
тив», Россия), этанол медицинский 95 % (ООО «РОС-
БИО», Россия), калий азотнокислый (CAS № 7757-79-1,  
АО «ВЕКТОН», Россия), аммоний азотнокислый (CAS 
№ 6484-52-2, АО «ВЕКТОН», Россия), калий фосфор-
нокислый 1-замещенный (CAS № 7778-77-0, АО «ВЕК-
ТОН», Россия), магний сернокислый, 7-водный (CAS 
№ 10034-99-8, АО «ВЕКТОН», Россия), кальций хло-
ристый, 2-водный (CAS № 10035-04-8, АО «ВЕКТОН», 
Россия), натрий молибденовокислый, 2-водный (CAS  
№  10102-40-6, АО «ВЕКТОН», Россия), медь сернокис-
лая(II), 5-водная (CAS № 7758-99-8, АО «ВЕКТОН», Рос-
сия), борная кислота (CAS № 10043-35-3, АО «ВЕКТОН», 
Россия), марганец сернокислый(II), 5-водный (CAS  
№ 15244-36-7, АО  «ВЕКТОН», Россия), цинк сернокис-
лый, 7-водный (CAS № 7446-20-0, АО «ВЕКТОН», Рос-
сия), калий йодистый (CAS № 7681-11-0, АО «ВЕКТОН», 
Россия), кобальт хлористый без никеля(II), 6-водный 
(АО «ВЕКТОН», Россия), железо сернокислое(II), без-
водное (АО «ВЕКТОН», Россия), трилон Б (CAS № 6381-
92-6, АО «ВЕКТОН», Россия), тиамин гидрохлорид (CAS 
№ 67-03-8, Merck KGaA, Германия), пиридоксин (CAS 
№  65-23-6, Merck KGaA, Германия), никотиновая кис-
лота (CAS № 59-67-6, АО  «ВЕКТОН», Россия), амино- 
уксусная кислота (CAS № 56-40-6, АО «ВЕКТОН», Рос-
сия), мезо-Инозит (CAS №  87-89-8, Merck KGaA, Гер-
мания), сахароза (CAS № 57-50-1, АО  «ВЕКТОН», Рос- 
сия), агар-агар (ГОСТ 17206-96, ООО  «Научно-исследо-
вательский центр фармакотерапии», Россия), 2,4-ди- 
хлорфеноксиуксусная кислота (2,4-Д) (CAS № 94-75-7,  
Merck KGaA, Германия), кинетин (CAS №  525-79-1,  
Merck KGaA, Германия), Эванс голубой (CAS №  314-
13-6, АО «ВЕКТОН», Россия), нейтральный красный 
(CAS № 553-24-2, АО «ВЕКТОН», Россия), н-бутиловый 
спирт (CAS № 71-36-3, АО «ВЕКТОН», Россия), уксусная 
кислота ледяная (CAS № 64-19-7, АО «ВЕКТОН», Рос-
сия), α-нафтилуксусная кислота (НУК) (CAS № 86-87-3, 
Shijiazhuang Lemandou Chemicals Co., Ltd., Китай).

Методы и оборудование

Подготовка экспланта

Сбор растительного материала – шалфея лекарст- 
венного листья производился с соблюдением прин- 
ципов биологической этики. Предварительную сте-
рилизацию эксплантов осуществляли 6 % раствором 
гипохлорита натрия в течение 20 минут и этанолом 
70 % – 1 минуту. 

Приготовление питательной среды  
по прописи Мурасиге – Скуга (MS)

Состав питательной среды по прописи MS пред-
ставлен в таблице 1. Предварительно были приго-
товлены маточные растворы макросолей (калий 
азотнокислый, аммоний азотнокислый, калий фосфор-
нокислый 1-замещенный, магний сернокислый, 7-вод- 
ный, кальций хлористый, 2-водный) и микросолей 
(натрий молибденовокислый, 2-водный, медь серно-
кислая(II), 5-водная, борная кислота, марганец серно-
кислый(II), 5-водный, цинк сернокислый, 7-водный, 
калий йодистый, кобальт хлористый без никеля(II), 
6-водный), а также железа-хелат (железо сернокис- 
лое(II), безводное, трилон Б).

Таблица 1. Среда Мурасиге – Скуга для клеточных  
и тканевых культур

Table 1. Medium Murasige – Skoog for cell and tissue cultures

Компоненты питательной среды
Nutrient medium components

Количество
Quantity

Маточный раствор макросолей
Concentrated solution of macrosalts

50 мл/л
50 ml/l

Маточный раствор микросолей
Concentrated solution of microsalts 

1 мл/л 
1 ml/l

Железа хелат
Iron salts

5 мл/л 
5 ml/l

Тиамин гидрохлорид
Thiamine hydrochloride

1 мг/л
1 ml/l

Пиридоксин
Pyridoxine

0,5 мг/л 
0,5 mg/l

Никотиновая кислота
Nicotinic acid

0,5 мг/л 
0,5 mg/l

Мезо-инозит 
Meso-inositol

100 мг/л 
100 mg/l

α-нафтилуксусная кислота
α-naphthylacetic acid 

2 мг/л 
2 mg/l

Сахароза 
Sucrose

30 г/л
30 g/l

Агар-агар 
Agar-agar

7 г/л
7 g/l

Примечание. * рН питательной среды 5,6–5,8.

Note. * pH of the nutrient medium 5.6–5.8.

В питательной среде MS было уменьшено содер-
жание маточных растворов макро- и микросолей в 
два раза и добавлены фитогормоны 2,4-Д в количест- 
ве 6  мг/мл и кинетин – 1 мг/мл. Режим стерилиза-
ции питательной среды: 15 минут при температуре  
120 ± 1 °С. 
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Внесение экспланта  
на стерильную питательную среду

В условиях ламинарного шкафа ЛШ-Биоком-1 
(ООО «Компания «БИОКОМ», Россия) листовую плас- 
тинку рассекали стерильным скальпелем (эксплант 
длиной 1,5–2 см, шириной 1 см) и помещали на пита-
тельную среду. Культивирование осуществляли на 
протяжении 11 пассажей в темноте, температура 27–
28 °С, влажность 60–70 % [7]. 

Определение жизнеспособности клеток  
с использование витальных красителей [11, 13, 14]

В качестве витальных красителей использовали 
Эванс голубой и нейтральный красный. Результаты 
окрашивания оценивали при помощи микроскопии 
(микроскоп цифровой Bresser LCD 50x-2000x, Герма-
ния) Микроскопия клеток проводилась с примене-
нием техники «давленый» препарат при увеличении  
200 и 400.

Высокоэффективная тонкослойная  
хроматография (ВЭТСХ)

ВЭТСХ с использованием системы HPTLC PRO 
SYSTEM (CAMAG AG, Швейцария). Нанесение образ-
цов производили с помощью полуавтоматического  
аппликатора Linomat 5 (CAMAG AG, Швейцария) в ко-
личествах 2 и 5 мкл на пластины HPTLC Silica gel 60  
F254, 20 × 10 см (Merck KGaA, Германия). Далее плас- 

тины помещали в автоматическую камеру CAMAG® 
Automatic Developing Chamber 2 (ADC2) (CAMAG AG, 
Швейцария) с системой растворителей бутанол – ук-
сусная кислота – вода (БУВ) в соотношении 4 : 1 : 5 со- 
ответственно. Элюирование продолжали до тех пор, 
пока фронт растворителя не достигал 85 мм от линии 
старта. Изображение получали с помощью CAMAG® 
TLC Visualize 2 (CAMAG AG, Швейцария). Детекцию пя-
тен осуществляли в видимом и УФ-свете при длине 
волны 254 и 366  нм. Полученные хроматограммы об-
рабатывали в графическом редакторе для нанесения  
размерной градуировки. Затем полученные пятна  
соотносили с нанесенной градуировкой и находили 
фактор удерживания Rf [15].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
После двух недель культивирования на поверх- 

ности эксплантов наблюдалось образование первич-
ного каллуса. Визуально он представлял собой тон-
кий слой интенсивно делящихся недифференциро- 
ванных клеток светло-желтого цвета. Далее первич-
ный каллус переносили на свежую питательную сре-
ду по прописи MS с полным содержанием микро – и 
макросолей и фитогормонами: НУК (1 мг/мл) и кине- 
тин (1 мг/мл). В течение культивирования нарастала 
биомасса полученного каллуса, он становился более 
рыхлым и приобретал более темный оттенок, также 
начинала темнеть питательная среда. Визуализация 
процесса представлена на рисунке 1.

Рисунок 1. Визуализация введения шалфея лекарственного в культуру

Figure 1. Visualization of the introduction of Salvia officinalis into culture
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После первого пассажа при пересадке часть био-
массы взята для микроскопического анализа. Обна- 
руженные клетки можно разделить на два типа. Пер-
вый тип – клетки меристематического типа, кото-
рые имеют относительно небольшие размеры, круп-
ные ядра, их вакуолизация слабо выражена. Второй 
тип  – клетки паренхимного типа, которые имеют бо-
лее крупные размеры и овальную, вытянутую форму. 
Микроскопия показала, что более 95 % всех визуа- 
лизированных клеток живые. В следующих пассажах 
существенных изменений морфотипа культуры от-
мечено не было. Микроскопия представлена на ри- 
сунке 2.

В одиннадцатом пассаже проведено исследова-
ние ростовой активности штамма. Известно, что кал-
лусные клетки в процессе роста проходят ряд фаз 
развития: лаг-фазу, экспоненциальную, стационар-
ную, фазу гибели или деградации [16]. При этом на-
блюдается физиологическая асинхронность клеточ-
ной популяции. При помощи таких показателей, как 
индекс роста, удельная скорость и время удвоения 
биомассы можно охарактеризовать рост каллусных 
культур. Аналитические параметры роста каллусной 
культуры шалфея лекарственного представлены в  
таблице 2.

Анализируя полученные результаты, стоит от-
метить, что максимальная удельная скорость роста 
0,42  сут-1 наблюдается на 14–18 сутки роста, при этом 
показатель время удвоения биомассы наименьший  
и соответствует значению 1,66 суток. За один цикл 
культивирования количество биомассы увеличива-
ется в 7,73  раза. В дальнейшем оценка показателей  
роста позволит оптимизировать состав при модифи-
кации питательной среды.

Из высушенной биомассы клеток и листьев шал-
фея лекарственного получены водно-спиртовые вы-
тяжки (70%-й этанол), необходимые для проведения 
качественного анализа методом ВЭТСХ. Анализ вы-
полнен на кафедре фармакогнозии СПХФУ. Результаты 
сравнительного анализа представлены на рисунке 3. 

Таблица 2. Аналитические параметры роста  
каллусной культуры шалфея лекарственного о 
диннадцатый пассаж (приведены  
среднеарифметические значения результатов трех  
определений, имеющих отклонение не более 5 %)

Table 2. Analytical parameters of growth of callus culture  
of sage officinalis eleventh passage (the arithmetic mean values  
of the results of three determinations with a deviation  
of no more than 5 % are given)
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Латентная
Latent

2 0,09 7,62 0,18

Ускорения роста
Accelerating growth

4 0,21 3,28 0,85
7 0,20 3,44 1,41

Экспоненциального 
роста
Exponential growth

11 0,28 2,47 3,09
14 0,42 1,66 5,85
18 0,42 1,66 7,53

Замедленного роста
Slow growth

22 0,35 1,99 7,67

Стационарная
Stationary

27 0,29 2,43 7,71

30 0,26 2,69 7,73

На хроматограммах были обнаружены вещества  
с факторами удерживания Rf = 0,73; 0,6; 0,57; 0,52, 
0,45; 0,4; 0,35; 0,27; 0,19. По данным литературных 
источников, эти соединения относятся к флавоно-
идам, фенолокислотам, таннидам, аминокислотам, и 
соответствуют гидроксикоричной кислоте и гиперо- 
зиду, рутину, кверцетину, а также галловой и феру- 
ловой кислоте.

Таким образом, результаты показывают, что ка- 
чественный состав биомассы шалфея лекарственно-
го в целом близок к таковому у интактных растений.  
Исследования по установлению структуры выявлен-
ных соединений, является перспективным направле-
нием для дальнейшего изучения.

Рисунок 2. Микроскопия клеток культуры шалфея лекарственного

Figure 2. Microscopy of cells of a culture of Salvia officinalis
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Благодаря проведенному исследованию получен 

жизнеспособный стабильный штамм растительных 
клеток шалфея лекарственного. Анализ результатов 
показывает, что для получения первичного каллу-
са необходимы следующие условия: среда по пропи-
си MS с половинным содержанием микро- и макро-
солей и фитогормонами 2,4-Д (6 мг/мл) и кинетин  
(1 мг/мл). Для следующих пассажей рекомендовано 
использование питательной среды по прописи MS с 
полным содержанием микро – и макросолей и фито- 
гормонами НУК (1 мг/мл) и кинетин (1 мг/мл). Культи-
вирование в темноте, температура 27–28  °С, влаж-
ность 60–70 %. Микроскопия показала, что основную 
массу полученного гетерогенного каллуса составля-
ют клетки меристематического и паренхимного ти-
па. Качественный состав БАВ биомассы шалфея ле-
карственного в целом близок к таковому у интактных 
растений.
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Рисунок 3. Хроматограммы водно-спиртовых вытяжек листьев (1, 2) и биомассы (3, 4) шалфея лекарственного

Figure 3. HPTLC profile of leaves (1, 2) and biomass (3, 4) extracts of Salvia officinalis L.
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