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ВВЕДЕНИЕ

Трипептид глутатион (γ�глутамил�цистеинил�
глицин) является основным редокс�буфером в
клетках животных, присутствуя в двух формах –
восстановленной (GSH) и окисленной (GSSG). В
растениях преимущественный вклад в создание
внутриклеточного редокс�буфера вносят аскор�
бат и дегидроаскорбат. Тем не менее, функции
глутатиона в клетках растений столь же важны и
многообразны, как и в клетках животных: глута�

тион напрямую участвует в защите клеток от
окислительного стресса, являясь скэвенджером
супероксид�аниона, гидроксил�радикала и син�
глетного кислорода, выполняет функцию субстрата
для работы таких антиоксидантных ферментов как
глутатион�S�трансферазы, глутатионпероксидазы,
дегидроаскорбатредуктазы. Глутатионилирование –
одна из важнейших посттрансляционных модифи�
каций белка, которая защищает тиол�содержащие
белки от окислительного повреждения и, вслед�
ствие обратимости реакции, способствует моду�
ляции их внутриклеточной активности (Dixon
et al., 2005). Глутатион участвует в регуляции кле�
точного цикла растений, хотя механизм этой ре�
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синтеза глутатиона – γ�глутамилцистеинсинтазы. Было установлено, что в ходе пассажа культуры не�
значительно отличались по содержанию общего глутатиона, но содержание GSH было выше в мор�
фогенной культуре, а содержание GSSG – в неморфогенной культуре. В морфогенном каллусе актив�
ность глутатион�S�трансфераз была в 10–20 раз выше, а активность глутатионредуктазы в 2–2.5 раза
ниже, чем в неморфогенном. При действии БСО снижение содержания GSH в морфогенном каллусе
было временным (на 6–8 сутки пассажа), а в неморфогенном оно снижалось уже через сутки и оста�
валось ниже, чем в контроле на протяжении всего пассажа. БСО не влиял на содержание GSSG в
морфогенном каллусе, а в неморфогенном вызывал его накопление. Эти различия, вероятно, обу�
словлены тем, что на среде с БСО в морфогенном каллусе происходит активация глутатионредукта�
зы, а в неморфогенном каллусе, наоборот, глутатионредуктаза ингибируется. Несмотря на то, что
БСО вызывал снижение общего содержания глутатиона только в неморфогенной культуре, цито�
статический эффект БСО был более выражен в морфогенном каллусе. БСО также оказывал негатив�
ное влияние на дифференцировку проэмбриональных клеточных комплексов в морфогенном кал�
лусе. Обсуждается роль редокс�статуса глутатиона в поддержании эмбриогенной активности куль�
тивируемых клеток растений.
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Принятые сокращения: БСО – D,L�бутионин�S,R�суль�
фоксимин, ПЭКК – проэмбриональный клеточный ком�
плекс, АФК – активные формы кислорода, ФМСФ – фе�
нилметилсульфонилфторид.
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гуляции, полностью не выяснен (Sanchez�Fernan�
dez et al., 1997; Vernoux et al., 2000). В растениях
глутатион – это основной источник запасной се�
ры, которая особенно важна в ходе эмбриональ�
ного развития растений (Foyer et al., 2001). Пока�
зано, что глутатион участвует в регуляции различ�
ных морфогенетических процессов как in vivo, так
и in vitro (Kerk et al., 2000; Jiang et al., 2003; Tybursky
et al., 2010).

Образование дисульфидной связи при окис�
лении двух молекул восстановленного глутатио�
на приводит к образованию GSSG – окислен�
ной формы глутатиона. Накопление GSSG в
клетках животных, индуцируемое окислитель�
ным стрессом, является токсичным и может ин�
дуцировать апоптоз (Filomeni et al., 2005). При�
чем, индукция апоптоза определяется не избыт�
ком АФК, а уровнем деплеции (истощения)
GSH (Franco et al., 2007). В клетках животных
величина соотношения GSH/GSSG отражает
развитие стресса и используется как дополни�
тельный индикатор для диагностирования раз�
личных патологий. Показано, что в растениях
при разных видах стресса также происходит
снижение в клетках GSH и увеличение GSSG
(Ruiz et al., 2002). Устойчивые генотипы расте�
ний характеризуются большим содержанием
GSH, при действии различных стрессоров в них
наблюдается активация ферментов аскорбат/
глутатионового цикла.

Культуры клеток растений имеют разную
способность к регенерации растений in vitro, по�
этому в зависимости от проявления этой спо�
собности их подразделяют на морфогенные и
неморфогенные культуры. Среди морфогенных
культур в исследованиях, как фундаментально�
го плана, так и в биотехнологических разработ�
ках, чаще всего используются так называемые
эмбриогенные линии, характеризующиеся вы�
сокой частотой регенерационной активности.
Основной путь морфогенеза в таких линиях –
соматический эмбриогенез. Как правило, эм�
бриогенные линии имеют “нодулярный” фено�
тип, который характеризуется наличием проэм�
бриональных клеточных комплексов (ПЭКК),
или, согласно другой терминологии, проэм�
бриогенных масс (Finer et al., 1994). ПЭКК, в за�
висимости от видовой и даже сортовой принад�
лежности культуры, могут быть проэмбрио или
даже глобулярными зародышами, остановлен�
ными в развитии добавлением ауксина в среду
культивирования. Значительную массу каллу�
сной ткани эмбриогенных культур составляет
рыхлая ткань�нянька (или “мягкий” каллус),
которая образуется при разрыхлении предсуще�

ствующих ПЭКК. Эта ткань является метаболи�
чески активной, но ее клетки не способны к ак�
тивному делению, в отличие от клеток ПЭКК,
и, в конечном счете, стареют и погибают. Нами
показано, что в морфогенном каллусе гречихи
татарской (Fagopyrum tataricum (L.) Gaertn.), ко�
торый является типичной нодулярной культу�
рой, постоянно поддерживается цикл воспроиз�
ведения ПЭКК, запускаемый пересадкой каллу�
са на новую среду с 2,4�дихлорфеноксиуксусной
кислотой (Румянцева и др., 2003; Румянцева
и др., 2004). Морфогенные каллусы гречихи та�
тарской сохраняют способность к морфогенезу
в течение нескольких лет культивирования, не�
морфогенные клоны возникают в них редко и
сразу характеризуются рыхлым фенотипом и от�
сутствием ПЭКК, полиплоидией, быстрым ро�
стом, не способностью ни к какому типу диффе�
ренцировки. Ранее нами было показано, что для
неморфогенных культур по сравнению с мор�
фогенными характерно высокое содержание
перекиси водорода и повышенный уровень пе�
рекисного окисления липидов, низкая актив�
ность каталазы и высокая активность суперок�
сиддисмутазы (Камалова и др., 2009), в них со�
держится меньше фенолов, и они отличаются
по качественному составу (Сибгатуллина и др.,
2012). Мы предположили, что культуры, спо�
собные к регенерации, должны иметь высокий
уровень антиоксидантной защиты, который, с
одной стороны, позволяет защищать генетиче�
ский аппарат клеток от повреждений, вызывае�
мых АФК, а, с другой стороны, эффективно кон�
тролировать редокс�регуляцию сигналлинга. 

В настоящей работе мы исследовали влияние
D,L�бутионин�S,R�сульфоксимина (БСО) –
ингибитора первого фермента биосинтеза глу�
татиона – γ�глутамилцистеинсинтазы на ре�
докс�статус глутатиона и рост каллусов гречихи
татарской. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

В качестве объекта исследования использова�
ли морфогенные и неморфогенные каллусы гре�
чихи татарской Fagopyrum tataricum (L.) Gaertn.
Морфогенные каллусы были получены из незре�
лых зародышей как описано ранее (Румянцева
и др., 1989; Румянцева и др., 1992; Румянцева
и др., 1998; Лукина и др., 1999). Линия морфоген�
ного каллуса Fagopyrum tataricum (L.) 1–8 была
получена в 2005 году и поддерживалась in vitro в
течение 8�ми лет. Морфогенная культура имела
типичный нодулярный морфотип и состояла из
ПЭКК и “мягкого” каллуса. Морфогенные кал�
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лусы сохраняли морфологию, диплоидное число
хромосом и способность к соматическому эм�
бриогенезу и геммогенезу в течение длительно�
го времени культивирования (несколько лет)
(Румянцева и др., 1989; Румянцева и др., 1998).
Неморфогенный каллус линии 1�8р, состоящий
только из клеток паренхимного типа, был отсе�
лектирован как клон, сформированный на мор�
фогенном каллусе. Неморфогенный каллус от�
личался от морфогенного каллуса рыхлой
структурой, высокой скоростью роста, значи�
тельной генетической вариабельностью (хро�
мосомные числа от n до 8n) и полной утратой
способности к морфогенезу. Каллусные культу�
ры поддерживали в термостате при температуре
25 ± 0.5°С, в темноте на каллусогенной среде
RХ (Румянцева и др., 1998). Морфогенные кал�
лусы характеризовались способностью форми�
ровать соматические зародыши на безгормо�
нальной среде MS, а также почки на среде RX с
добавлением 6�бензиламинопурина и индоли�
луксусной кислоты. Неморфогенный каллус
пересаживали через каждые 2 недели, морфо�
генный каллус – через каждые 3 недели.
О характере роста каллусной культуры судили
по приросту сырой массы ткани за определен�
ные промежутки времени.

Определение общего содержания, восстанов�
ленной и окисленной форм глутатиона проводили
согласно методу, описанному Занг и др. (Zhang
et al., 1996). Содержание общего глутатиона оце�
нивали в ходе цветной реакции при образовании
комплекса 5,5'�дитиобис�2�нитробензойной кис�
лоты и GSH. Содержание GSSG оценивали при
помощи 2�винилпиридина, который связывается
с GSH и маскирует его. Навеску каллусной ткани
(250 мг) растирали в 1 мл 5%�ной 5�сульфосали�
циловой кислоты. Гомогенат центрифугировали
(5 мин, 10000 g) и полученный супернатант дели�
ли на две части. К одной части супернатанта до�
бавляли 375 мкл 0.5 М Na�фосфатного буфера
(рН 7.5) и 12 мкл дистиллированной воды (эту
пробу использовали для определения общего со�
держания глутатиона). Ко второй части супернатан�
та добавляли 375 мкл 0.5 М Na�фосфатного буфера
(рН 7.5) и 12 мкл 2�винилпиридина (97%�ный 2�ви�
нилпиридин, стабилизированный 0.1%�ным
4�третбутилкатехолом) для маскировки восста�
новленной формы глутатиона. Реакционная смесь
содержала 600 мкл 0.18%�ного раствора Na�ЭДТА
в фосфатном буфере, 100 мкл 0.16%�ного раство�
ра НАДФН, 200 мкл 0.12%�ного раствора 5,5�ди�
тиобис(2�нитробензойной кислоты) и 2 мкл глута�
тионредуктазы 0.76 U и 100 мкл супернатанта.
Измерения оптической плотности проводили

при 412 нм в течение 60 с интервалом 2.5 с на
спектрофотометре Lambda 25 (“Perkin Elmer”,
США). Вычисление концентраций GSH и GSSG
проводили по калибровочным кривым, постро�
енным по известным концентрациям GSH и
GSSG. Оптическая плотность GSH вычислялась
из разницы оптической плотности общего глута�
тиона и GSSG.

Активность глутатионредуктазы (КФ 1.6.4.2)
измеряли согласно методу, описанному Верлан
(Верлан, 2008). Навеску каллусной ткани (250 мг)
растирали в экстракционном буфере, содержа�
щем 50 мМ К2НРО4, 4%�ного поливинилпирроли�
дона, 0.1 мМ Na�ЭДТА и 0.3%�ного Triton X�100,
1.3 мМ аскорбиновой кислоты и 1 мМ ФМСФ.
Гомогенат центрифугировали 10 мин при 11000 g.
Супернатант перенесли в новый эппендорф и
хранили в сосуде со льдом. Реакционная смесь
содержала 1.91 мл буфера измерения, содержаще�
го 100 мМ Tris, 1 мМ Na�ЭДТА и HCl для доведе�
ния рН до 8.0, 20 мкл 0.4%�ного раствора НАДФН
и 50 мкл экстракта. Реакция запускалась добавле�
нием 20 мкл 3%�ного раствора GSSG. Контроль�
ная кювета содержала 1.93 мл буфера измерения и
50 мкл экстракта. Активность глутатионредуктазы
определяли по изменению абсорбции при 340 нм,
обусловленным окислением НАДФН за 3.5 мин с
интервалом в 1 с на спектрофотометре Lambda 25
(“Perkin Elmer”, США). Активность фермента
рассчитывали, используя коэффициент экстинк�
ции для НАДФ+ при длине волны 340 нм, равный
6.22 мМ–1 см–1.

Активность глутатион�S�трансферазы (КФ
2.5.1.18) измеряли согласно методу, описанному
Хабиг и др. (Habig et al., 1974) по скорости обра�
зования глутатион�S�конъюгатов между GSH и
1�хлор�2,4�динитробензолом. Навеску каллу�
сной ткани (350 мг) растирали в экстракционном
буфере, содержащем 50 мМ К2НРО4, 4%�ного по�
ливинилпирролидона, 0.1 мМ Na�ЭДТА и
0.3%�ного Triton X�100, 1.3 мМ аскорбиновой
кислоты и 1 мМ ФМСФ. Гомогенат центрифуги�
ровали 5 мин, 12000 g. Супернатант использова�
ли для анализа. Реакционная смесь содержала
2.5 мл 0.1 М К�Na�фосфатного буфера (рН 6.5),
0.2 мл 0.015 М раствора GSH, 0.1 мл супернатан�
та. Реакцию запускали добавлением 0.2 мл 0.015 М
1�хлор�2,4�динитробензола. Активность глута�
тион�S�трансферазы определяли по изменению
абсорбции при 340 нм, обусловленной образова�
нием глутатион�S�1�хлор�2,4�динитробензола
за 1.5 мин с интервалом в 1 с на спектрофотомет�
ре Lambda 25 (“Perkin Elmer”, США). Актив�
ность фермента рассчитывали, используя коэф�
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фициент экстинкции для глутатион�S�1�хлор�
2,4�динитробензола при длине волны 340 нм,
равный 9.6 мМ–1 см–1.

Активность аскорбатпероксидазы (КФ 1.11.1.7)
измеряли согласно методу, описанному Верма и
Дубей (Verma et al., 2003). Навеску каллусной
ткани (150 мг) растирали в 50 мМ К�Na�фос�
фатном буфере (рН 7.8), содержащем 1 мМ
ФМСФ, 1 мМ аскорбиновой кислоты и 1%�но�
го поливинилпирролидона. Гомогенат центри�
фугировали (5 мин, 12 000 g). Полученный су�
пернатант использовали для измерения. Реак�
ционная смесь содержала К�Na�фосфатный
буфер (рН 7.0), 0.2 мМ аскорбиновой кислоты,
0.2 мМ Na�ЭДТА и супернатант. Реакцию за�
пускали добавлением 20 мкМ перекиси водоро�
да. Измерение оптической плотности проводи�
ли при 290 нм в течение 120 с интервалом в 1 с
на спектрофотометре Lambda 25 (“Perkin Elmer”,
США). За единицу ферментативной активно�
сти принимали количество фермента, изменя�
ющее оптическую плотность реакционнной
смеси на 0.001 единиц оптической плотности за
единицу времени.

Содержание белка определяли по степени
связывания с красителем Кумасси голубым
(CBB G�250 “Sigma”) по методу Брэдфорд
(Bradford, 1976). 

Определение жизнеспособности клеток про�
водили спектрофотометрически с помощью
красителя Evans Blue, как описано Кастро�Кон�
ча и др. (Castro�Concha et al., 2006). К 150 мг
каллусной ткани добавляли 500 мкл 0.025%�но�
го красителя и выдерживали при комнатной
температуре 15 мин. Затем клетки отмывали от
красителя дистиллированной водой и добавля�
ли к ним 1 мл раствора 1%�ного лаурилсульфа�
та�Na в 50%�ном этаноле. Раствор с клетками
выдерживали 30 мин на водяной бане при 60°C.
Далее его центрифугировали (5 мин, 12 500 g) и
измеряли оптическую плотность супернатанта
при длине волны 600 нм на спектрофотометре
Lambda 25 (“Perkin Elmer”, США). В качестве
контроля (100% мертвых клеток) использовали
150 мг каллусной ткани, прокипяченной в тече�
ние 20 мин, или дважды замороженной жидким
азотом и размороженной.

Митотический индекс подсчитывали на давле�
ных препаратах каллуса, предварительно зафик�
сированного в фиксаторе Кларка и окрашенного
пропионовым лакмоидом. Для одновременной
окраски и мацерации материал кипятили в кра�
сителе 5–10 с, затем готовили давленые препара�
ты в 45%�ной молочной кислоте. Препараты

анализировали с помощью микроскопа Jenamed
“Сarl Zeiss” (Германия), фотографировали, ис�
пользуя цифровую камеру AxioCam MRc5 с про�
граммным обеспечением AxioVision Rel. 4.6, и
обрабатывали с помощью программы Adobe
PhotoShop 7.0.

Для гистологических исследований кусочки
ткани фиксировали 2.5%�ным глютаровым аль�
дегидом на фосфатном буфере с постфиксацией в
1%�ном OsO4. Далее ткань обезвоживали в ряде
спиртов с постепенным повышением концентра�
ции, ацетоне, пропиленоксиде и заключали в
эпон. Для приготовления гистологических пре�
паратов полутонкие срезы, сделанные с помощью
ультрамикротома LKB (Швеция), окрашивали
1%�ным толуидиновым синим и изучали с помо�
щью микроскопа Jenamed (Carl Zeiss, Германия) и
фотографировали, используя цифровую насадку
AxioCam MRc5 с программным обеспечением
AxioVision Rel. 4.6.

В экспериментах ингибитор биосинтеза глута�
тиона БСО в концентрации 0.1 мМ добавляли в
среду культивирования, предварительно просте�
рилизовав его через ультрафильтр “Millipore” с
диаметром пор 0.22 мкм. Кусочки каллусов взве�
шивали и помещали на среду с ингибитором и
культивировали в термостате.

Обработка данных проведена методами мате�
матической статистики с использованием Mi�
crosoft Office Excel 2003. В качестве разброса экс�
периментальных данных указаны среднеарифме�
тические ошибки, при подсчете митотического
индекса – ошибка выборочной доли.

Реактивы. В работе использовали тиамин�HCl,
пиридоксин�HCl, никотиновую кислоту, 2,4�ди�
хлорфеноксиуксусную кислоту, индолилуксус�
ную кислоту, нафтилуксусную кислоту, кинетин,
гидролизат казеина, Na�ЭДТА, орсеин, агар�агар,
ФМСФ, глутатионредуктазу (0.76 U) из пекар�
ских дрожжей и 5�сульфосалициловую кислоту,
краситель Кумасси голубой CBB G�250 фирмы
“Sigma Aldrich” (США); НАДФН ,GSH, GSSG,
поливинилпирролидон фирмы “AppliChem” (Гер�
мания); 5,5'�дитиобис�2�нитробензойную кисло�
ту и 1�хлор�2,4�динитробензол, 2�винилпиридин
(97%�ный 2�винилпиридин, стабилизированный
0.1%�ным 4�третбутилкатехолом), OsO4 фирмы
“Alfa Aesar” (США); тритон X�100, 1,d�бутионин�
s,r�сульфоксимин, лаурилсульфат�Na фирмы
“Acros Organics” (Бельгия); аскорбиновую кисло�
ту, Tris фирмы “Panreac” (Испания). Остальные
реактивы отечественного производства.
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

1. Влияние БСО на рост морфогенного 
и неморфогеного каллусов гречихи татарской

Рост неморфогенного каллуса гречихи татар�
ской можно описать S�образной кривой (рис. 1а).
Клетки каллусов приступают к делению уже на
2 сутки после пересадки на новую среду культи�
вирования и интенсивно делятся до 7 суток, после
чего начинается их растяжение, которое наблю�
дается до 10–12 суток. После стадии растяжения
следует стадия старения – на 14 сутки рост куль�
тур выходит на плато, а затем на 16–18 сутки на�
блюдается гибель клеток. Следует отметить, что
неморфогенные каллусы крайне чувствительны к
срокам пересадки на новую среду, так как даже
при незначительной задержке сроков пересадки
(на несколько суток) рост каллусов может быть
очень слабым (в виде роста отдельных участков)
или отсутствовать совсем.

Для морфогенной культуры S�образная кривая
не характерна, что может объясняться отсутстви�
ем выраженной стадии деградации и гибели куль�
туры (каллус может приступать к росту на новой
среде даже после 2–3 месяцев выдерживания на
среде без пересадки). 

Ранее было показано, что в ходе культурально�
го цикла в морфогенном каллусе наблюдается не�
сколько пиков митотической активности, что
связано с циклами формирования ПЭКК (Ру�
мянцева и др., 1998). Морфогенные культуры от�
личаются медленным ростом по сравнению с не�
морфогенными: по приросту сырой биомассы в
4–5 раз (рис. 1б).

БСО используется как ингибитор биосинтеза
GSH, содержание которого снижается вследствие
ингибирования активности γ�глутамилцистеин�
синтазы. Как у животных, так и у растений нокаут
гена γ�глутамилцистеинсинтазы приводит к эм�
бриональным леталям (Shi et al., 2000; Cairns et al.,
2006). При действии БСО прирост биомассы не�
морфогенного каллуса на 14–16 сутки культиви�
рования отставал от контроля (рис. 1а), а прирост
морфогенного каллуса не отличался от контроля
(рис. 1б). При этом жизнеспособность клеток не�
морфогенного каллуса была такой же (85%) как и
в контроле. Важно отметить, что, несмотря на от�
сутствие различий по приросту биомассы, БСО
оказывал влияние на образование ПЭКК в мор�
фогенном каллусе, значительно снижая их коли�
чество (рис. 2а, 2б). На рис. 2б на среде с БСО
видны единичные ПЭКК. При проведении ги�
стологического анализа на 5 сутки выращивания
каллуса на среде с БСО нами было установлено,
что в морфогенном каллусе нарушаются рост и
дифференцировка ПЭКК (рис. 2в, 2г). На гисто�
логических срезах видно, что ПЭКК в каллусах на
среде с БСО значительно меньшего размера, чем
в контроле и образованы небольшим числом клеток
меристематического типа, такие ПЭКК визуально
на поверхности каллуса не различимы (рис. 2г).
Морфологически ПЭКК на среде с БСО соответ�
ствуют вновь формирующимся комплексам на
среде без ингибитора на 2 сутки культивирова�
ния. На 5 сутки в контрольной культуре ПЭКК –
это визуально различимые структуры, образован�
ные различными типами клеток и имеющие вели�
чину 0.5–1 мм (рис. 2в). Стоит отметить, что на
гистологических срезах размер клеток мягкого
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каллуса на среде с БСО был несколько больше,
чем в контроле, что можно объяснить усилением
вакуолизации клеток при действии БСО. На ги�
стологические особенности неморфогенного
каллуса БСО не оказывал значительного влия�
ния, хотя проведенные измерения размеров кле�
ток показали, что их длина увеличилась почти на
20% (данные не представлены). 

Согласно литературным данным, гомеостаз
клеточного редокс�потенциала является важней�
шим регулятором судьбы клетки, как у млекопита�
ющих, так и у растений и регулируемые изменения
в увеличении или накоплении окислительных и
восстановительных сигналов могут оказывать
большое влияние на прохождение клеточного
цикла (Sanchez�Fernandez et al., 1997; Vernoux et al.,
2000; Belmonte et al., 2005; Maughan et al., 2006; Re�
ichheld et al., 2007). Известно, что для клеток жи�

вотных в G1 фазе клеточного цикла характерен
низкий уровень глутатиона; увеличение содержа�
ния GSH необходимо для прохождения клетками
G1/S�фазы клеточного цикла (Kerk et al., 2000).
Поскольку деплеция (истощение) глутатиона при
действии БСО может влиять на прохождение кле�
точного цикла и деление клеток, мы проверили
влияние БСО на митотический индекс в обеих
культурах (в течение 7 суток культивирования). В
неморфогенном каллусе достоверную разницу в
снижении митотического индекса наблюдали, на�
чиная с 3 суток, на 2 сутки культура еще активно де�
лилась как в опыте, так и в контроле (рис. 3а). Даже
к 7 суткам культивирования около 1% клеток не�
морфогенного каллуса продолжало делиться
(рис. 3а), в то время как в морфогенном каллусе
делилось не более 0.44% клеток (рис. 3б). В мор�
фогенном каллусе БСО вызывал подавление де�

50 мкм

(а) (б)

20 мкм

Рис. 2. Влияние БСО на морфологию и гистологию морфогенного каллуса гречихи татарской. (а) – Внешний вид мор�
фогенного каллуса на среде RX, (б) – внешний вид морфогенного каллуса на среде RX + 0.1 мМ БСО, (в) – гистология
ПЭКК на среде RX, (г) – гистология ПЭКК на среде RX + 0.1 мМ БСО (стрелками указаны ПЭКК).

(в) (г)
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ления клеток уже через сутки культивирования
(рис. 3а). Таким образом, мы установили, что
БСО в концентрации 0.1 мМ влияет на деление
клеток обеих каллусных культур, оказывая цито�
статическое действие. Ранее Санчез�Фернандез
и др. (Sanchez�Fernandez et al., 1997) было показа�
но, что деплеция глутатиона при добавлении в
среду выращивания 1 мМ БСО снижает митоти�
ческий индекс в корнях A. thaliana, в то время как
экзогенное добавление 0.25 мМ GSH увеличивает
его. Нами показано, что в культивируемых клет�
ках гречихи татарской цитостатический эффект
вызывает значительно меньшая концентрация
ингибитора. Вероятно, ингибирование деления
клеток объясняет тот факт, что к 7 суткам культи�
вирования на среде с БСО количество ПЭКК в
морфогенном каллусе было значительно ниже,
чем в контроле. Отсутствие различий по росту
биомассы морфогенного каллуса на среде с инги�
битором и без него обусловлено, вероятно, усиле�
нием вакуолизации и оводненности клеток.

2. Динамика содержания глутатиона 
и антиоксидантных ферментов в ходе пассажа
в культурах с разной морфогенной активностью

В целом, содержание общего глутатиона в
морфогенном и неморфогенном каллусах отлича�
лось незначительно (рис. 4в) и варьировало в те�
чение пассажа в пределах 400–600 мкМ/г сухого
веса. Основные различия касались соотношения
содержания в клетках двух форм глутатиона –
GSH и GSSG (рис. 4а, 4б, 4г). Нами также были
выявлены определенные особенности в динами�
ке содержания GSH в ходе пассажа обеих каллу�
сных культур (рис. 4а).

После пересадки неморфогенного каллуса на
свежую среду культивирования было отмечено
небольшое повышение содержания GSH, кото�
рое сохранялось до 6 суток пассажа (рис. 4а), и,
вероятно, было связано с делением клеток каллу�
са. Показано, что GSH необходим для поддержа�
ния деления клеток в меристеме корня A. thaliana
(Sanchez�Fernandez et al., 1997). GSH локализован
в активно делящихся инициальных клетках, но
отсутствует в медленно делящихся клетках поко�
ящегося центра (Jiang et al., 2003). К 14 суткам
культивирования содержание GSH в клетках по�
степенно снижалось, составляя в среднем около
330 мкМ/г сухого веса, а на 16 сутки наблюдалось
резкое увеличение содержания GSH, почти до
1050 мкМ/г сухого веса. Мы провели еще один
опыт, увеличив время культивирования каллуса
до 18 суток (данные не приведены), и снова обна�
ружили резкое увеличение содержания GSH – до
800 мкМ/г сухого веса на 15 сутки культивирова�
ния, а на 18 сутки – резкое снижение содержания
GSH до 200 мкМ/г сухого веса. В ходе пассажа со�
держание GSSG в клетках неморфогенного кал�
луса варьировало от 150 до 250 мкМ/г сухого веса,
увеличиваясь к 16–18 суткам до 280–400 мкМ/г
сухого веса. Можно предположить, что такие ко�
лебания в содержании GSH и GSSG обусловлены
процессами старения и гибели клеток, поскольку
при старении содержание GSH снижается, а
GSSG увеличивается (Groten et al., 2006). Резкое
увеличение содержания GSH на 15–16 сутки
культивирования объяснить сложно, возможно,
оно связано со снижением активности фермен�
тов, удаляющих глутатион из клетки. Этот пери�
од, по�видимому, приходится на ограничение
культуры по субстрату (например, сульфатам) и
ее голодание. Подобный эффект был описан
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Пельни и др. (Pellny et al., 2009) на суспензионной
культуре A. thaliana. Авторами было показано, что
содержание GSH в клетках, которое увеличива�
лось на экспоненциальной фазе роста, резко сни�
жалось с прекращением роста культуры. Про�
длить экспоненциальный рост культуры и накоп�
ление GSH удалось добавлением свежей среды к
культивируемым клеткам.

Соотношение GSH/GSSG в ходе пассажа не�
морфогенного каллуса было более высоким на 1–
6 сутки культивирования (до 2.8), затем снижа�
лось до 1 к 14 суткам и после резкого и кратковре�
менного увеличения на 15–16 сутки (до 4) падало
до 0.48. Помимо линии 1�8р мы изучили содержа�
ние двух форм глутатиона еще в двух линиях не�
морфогенного каллуса гречихи татарской 1�10р и

1�5р (данные не представлены). В них, так же как и
в линии 1�8р, значения соотношения GSH/GSSG в
ходе пассажа были очень низкими по сравнению
с морфогенным каллусом и составляли от 1 до 2.

В морфогенном каллусе в ходе пассажа содер�
жание GSH увеличивалось на 2 сутки культиви�
рования, а затем падало на 6 сутки культивирова�
ния и снова увеличивалось на 8 сутки (рис. 4а).
Это последовательное увеличение, снижение и
новое увеличение содержания GSH наблюдалось
в двух отдельных опытах и является достоверным.
Вероятно, такая динамика GSH связана с циклом
образования ПЭКК. На 2–4 сутки в культуре от�
мечается усиление секреторных процессов, фор�
мирование трихом и разрыхление предсуществу�
ющих ПЭКК (Румянцева и др., 2004). Известно,
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что секреция белков (Chakravarthi et al., 2004) и
формирование трихом (Gutierrez�Alcala et al.,
2000) зависят от синтеза GSH. Усиление секреции
коррелирует с началом деления клеток и инициа�
цией новых ПЭКК. Как уже упоминалось, высо�
кое внутриклеточное содержание GSH характер�
но для делящихся клеток и меристем, в старею�
щих клетках содержание GSH снижается, а GSSG
увеличивается. Снижение содержания GSH на
6 сутки, вероятно, обусловлено прекращением
секреторных процессов, что коррелирует с отми�
ранием трихом. Последующее увеличение GSH
обусловлено делением и дифференцировкой кле�
ток вновь образованных ПЭКК. Важно отметить,
что в разных линиях МК цикл образования
ПЭКК характеризовался одинаковой динами�
кой изменения содержания GSH (данные не
приведены).

Содержание GSH в ходе пассажа культуры со�
ставляло в среднем 416 мкМ/г сухого веса (за ис�
ключением 6 суток). Следует отметить, что в мор�
фогенном каллусе содержание GSSG в течение
пассажа практически не изменялось, оставаясь
примерно в 2 раза ниже по сравнению с неморфо�
генным каллусом, и лишь немного повышалось к
концу пассажа (рис. 4б). Значение соотношения
GSH/GSSG в течение всего пассажа морфоген�
ного каллуса поддерживалось на достаточно вы�
соком уровне (от 2.8 до 5.5) (рис. 4г).

Изучение активности глутатионредуктазы, ас�
корбатперксидазы и глутатион�S�трансферазы
показало, что в неморфогенном каллусе актив�
ность глутатионредуктазы выше, чем в морфоген�
ном каллусе, а активность аскорбатпероксидазы
и глутатион�S�трансферазы выше в морфогенном
каллусе (рис. 5а, 5б, 5в). Обращает на себя внима�
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ние очень большая разница в активности глутати�
он�S�трансферазы в двух культурах – в 10–20 раз.
Интересно отметить, что в морфогенном каллусе
активность глутатионредуктазы и глутатион�S�
трансферазы коррелируют с увеличением и сни�
жением содержания GSH в клетках. Активность
аскорбатпероксидазы такой зависимости не об�
наруживает.

3. Влияние БСО на содержание различных форм 
глутатиона и активность антиоксидантных 

ферментов в клетках, контрастных
по морфогенной способности

В ответ на действие 0.1 мМ БСО содержание
GSH снижалось как в морфогенном каллусе, так
и в неморфогенном каллусе по сравнению с кон�
тролем (рис. 4а). Но если в морфогенном каллусе
снижение GSH наблюдали на 6–8 сутки культи�
вирования и оно было временным, то в неморфо�
генном каллусе содержание GSH снижалось уже
через сутки и оставалось ниже, чем в контроле на
протяжении всего пассажа. В клетках морфоген�
ного каллуса на 2 и 14 сутки культивирования со�
держание GSH на среде с БСО было выше, чем в
контроле. Важно отметить, что БСО не влиял на
содержание GSSG в клетках морфогенной куль�
туры, в то время как в клетках неморфогенного
каллуса увеличение содержания GSSG наблюда�
ли, начиная с 3 суток. Соотношение GSH/GSSG
в морфогенном каллусе на среде с БСО варьиро�
вало от 2 до 6 и было на 1, 2 и 14 сутки выше, чем
в контроле. В неморфогенном каллусе соотноше�
ние GSH/GSSG снижалось уже через сутки куль�
тивирования каллуса на среде с БСО до 1.3, а, на�
чиная с 6 суток культивирования, не превышало
0.5 (рис. 4г).

В неморфогенном каллусе увеличение актив�
ности аскорбатпероксидазы на среде с БСО отме�
чали, начиная с 6 суток культивирования, хотя
она все равно оставалась в несколько раз ниже,
чем в морфогенном каллусе (рис. 5а). Ингибиро�
вание активности аскорбатперксидазы в морфо�
генном каллусе наблюдали только на 2 сутки
культивирования, в остальное время активность
или была такой же, как в контроле или даже уве�
личивалась (14 сутки).

Активность глутатионредуктазы на среде с
БСО в морфогенном каллусе увеличивалась на 6,
14 и 16 сутки культивирования, в остальные точки
проведения измерений ее активность была сопо�
ставима с контрольными значениями (рис. 5б).
Напротив, в неморфогенном каллусе активность
глутатионредуктазы снижалась уже через 2 сут

культивирования, но по�прежнему оставалась
выше, чем в морфогенном каллусе. 

Активность глутатион�S�трансферазы в не�
морфогенном каллусе и так невысокая по срав�
нению с морфогенным, подавлялась уже на 1–
2 сутки культивирования на среде с БСО и да�
лее не отличалась от контроля. В морфогенном
каллусе подавление активности глутатион�S�
трансферазы на среде с БСО наблюдали вре�
менно – на 6–8 сутки культивирования (рис. 5в).
Глутатион�S�трансферазы – это ферменты, ка�
тализирующие конъюгацию глутатиона с широ�
ким кругом гидрофобных, электрофильных и ци�
тотоксических субстратов, которые затем транс�
портируются с помощью АТФ�зависимой GS�X
помпы в вакуоль. Многие из глутатион�S�транс�
фераз работают как GSH�зависимые пероксида�
зы, катализируя редукцию органических гидро�
перекисей. Показано, что трансгенные растения
A. thaliana, сверхэкспрессирующие ген глутати�
он�S�трансферазы, более устойчивы к окисли�
тельному стрессу, индуцируемому паракватом,
зацветают раньше контрольных растений и име�
ют большее количество листьев (Gong et al.,
2005). В ряде работ была выявлена зависимость
экспрессии генов глутатион�S�трансфераз и спо�
собности культивируемых клеток к соматическо�
му эмбриогенезу (Kuriyama et al., 2002; Galland
et al., 2001, Imin et al., 2001). Вероятно, сверхэкс�
прессия глутатион�S�трансфераз не только обес�
печивает защиту от разрушительного действия
АФК, но и модулирует сигналлинг в культивиру�
емых клетках. Известно, что сигнальный ответ
на увеличение уровня пероксида водорода, ко�
торый запускает морфогенетический отклик в
клетках, включает увеличение мобилизации
кальция, фосфорилирование белков и экспрес�
сию генов (Neill et al., 2002).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, в нашей работе было показано:

1. В культурах гречихи татарской, контрастных
по морфогенной активности, общее содержание
глутатиона приблизительно одинаково. Однако
содержание GSH выше в морфогенной культуре,
а содержание GSSG выше в неморфогенной
культуре. Таким образом, морфогенные каллусы
обладают большим запасом GSH, который может
участвовать в защите от инактивации ферментов,
в восстановлении дегидроаскорбата или напря�
мую восстанавливать АФК.

2. В ходе пассажа содержание GSH изменяется
как в морфогенной, так и в неморфогенной куль�
турах. В морфогенном каллусе динамика GSH
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связана с циклом образования ПЭКК, в немор�
фогенном наибольшее увеличение GSH было
связано с окончанием стационарной фазы роста и
предшествовало гибели культуры. В морфоген�
ном каллусе содержание GSSG в течение пассажа
практически не изменялось, оставаясь примерно
в 2 раза ниже по сравнению с неморфогенным
каллусом

3. Действие БСО приводило к снижению об�
щего содержания глутатиона только в неморфо�
генной культуре, что могло свидетельствовать о
подавлении активности γ�глутамилцистеин�
синтазы и снижении синтеза GSH. Тем не ме�
нее, БСО оказывал цитостатический эффект на
клетки обеих культур и этот эффект был более
выражен в морфогенном каллусе. Не исключе�
но, что в клетках морфогенного каллуса наблю�
даемый эффект может быть связан со снижени�
ем содержания аскорбата и увеличением, соот�
ветственно, дегидроаскорбата. Известно, что
дегидроаскорбат подавляет деление в клетках
растений (Jiang et al., 2003). Кроме того, показа�
но (Lin et al., 1991), что дегидроаскорбат и про�
дукт его деградации оксалат могут вызывать
разрыхление клеточных стенок и усиливать ва�
куолизацию клеток, которую мы наблюдали в
обеих культурах.

4. Судя по тому, что при действии БСО содер�
жание GSH в морфогенной культуре снижается
очень незначительно (только на 8 сутки) и даже
может увеличиваться (на 2 и 14 сутки) – в морфо�
генном каллусе на среде с БСО происходит актив�
ное восстановление GSSG. Это восстановление,
вероятно, осуществляется глутатионредуктазой,
поскольку на среде с БСО в каллусных клетках
происходит активация этого фермента. В немор�
фогенной культуре на среде с БСО, наоборот, глу�
татионредуктаза ингибируется.

5. Высокая активность глутатион�S�трансфе�
раз, обнаруженная нами в морфогенных культу�
рах гречихи татарской, свойственна также для
эмбриогенных культур других растений. Глута�
тион�S�трансферазы являются маркерными бел�
ками соматического эмбриогенеза и позволяют
клеткам эффективно противостоять окисли�
тельному стрессу (Sharifi et al., 2012). Можно
предположить, что, по крайней мере, отчасти,
высокое содержание GSH в морфогенных куль�
турах необходимо для эффективной работы глу�
татион�S�трансфераз.
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Abstract—We studied the intracellular content of reduced (GSH) and oxidized (GSSG) glutathione, glu�
tathione reductase activity, glutathione�S�transferase, and ascorbate peroxidase in morphogenic and non�
morphogenic Tatar buckwheat calli during the culture cycle as well as under the treatment with D,L�buthion�
ine�S,R�sulfoximine (BSO), an inhibitor of γ�glutamylcysteine synthase, the first enzyme of glutathione bio�
synthesis. We found that, during passaging, cultures only slightly differed in total glutathione content;
however, the content of GSH was higher in the morphogenic culture, whereas the content of GSSG was high�
er in the nonmorphogenic culture. In the morphogenic callus, the glutathione�S�transferase activity was 10–
20 times higher and the glutathione reductase activity was 2–2.5 times lower than in the nonmorphogenic
callus. Under the treatment with BSO, the decrease in the GSH content in the morphogenic callus was tem�
porary (on day 6–8 of passage), whereas that in the nonmorphogenic callus decreased within a day and re�
mained lower than in the control throughout the entire passage. In the morphogenic callus, BSO did not af�
fect the content of GSSG, whereas it caused GSSG accumulation in the nonmorphogenic callus. These dif�
ferences are probably due to the fact that, in the BSO�containing medium, glutathione reductase is activated
in the morphogenic callus and, conversely, inhibited in the nonmorphogenic callus. Although BSO caused a
decrease in the total glutathione content only in the nonmorphogenic culture, the cytostatic effect of BSO
was more pronounced in the morphogenic callus. In addition, BSO also had a negative effect on the differ�
entiation of proembryonic cell complexes in the morphogenic callus. The role of the glutathione redox status
in maintaining the embryogenic activity of cultured plant cells is discussed.

Keywords: Fagopyrum tataricum (L.) Gaertn., morphogenic callus, nonmorphogenic callus, GSH, GSSG,
glutathione reductase, glutathione�@S�transferase, D,L�buthionine�S,R�sulfoximine, somatic embryo�
genesis
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