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В настоящее время каллусные культуры лекарственных растений активно 
используются для получения важных биологически активных веществ. Иссле-
дование условий, повышающих биосинтез данных соединений в каллусных куль-
турах, является весьма актуальным. В статье изучается влияние различных 
концентраций фенилаланина и тирозина (1—500 мкМ) на содержание феноль-
ных соединений и антиоксидантную активность трех каллусных культур 
Hyssopus officinalis L. Было установлено, что добавление в питательные среды 
фенилаланина в концентрации 10 мкМ и тирозина в концентрации 100 мкМ 
приводит к повышению содержания фенольных соединений и гидроксикорич-
ных кислот в каллусных культурах. Повышение антиоксидантной активно-
сти экстрактов исследуемых каллусных культур было зафиксировано при кон-
центрациях 10 и 100 мкМ фенилаланина, а также при концентрациях 1, 10 и 
100 мкМ тирозина в питательных средах. 

Ключевые слова: лекарственное растение, каллусная культура, рост, биоло-
гически активные вещества, аминокислоты

Введение

Иссоп лекарственный (Hyssopus officinalis L.) является одним из важных 
лекарственных растений, входящих в семейство яснотковые (Lamiaceae 
Lindl.). Исследования химического состава H. officinalis [1—5] показали, 
что в данном растении содержатся ценные биологически активные ве-
щества для фармакологического применения. Основные составляющие 
надземных частей H. officinalis — эфирные масла, полифенолы, включая 
флавоноиды лютеолин, диосмин, кверцетин, апигенин и их глюкозиды, 
кислоты (хлорогеновая, пара-гидроксибензойная, протокатехиновая, 
феруловая, сиринговая, ванилиновая, пара-кумариновая, розмариновая 
и кофейная), полисахариды, дубильные вещества, пигменты и смолы 
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[4; 5]. Эти соединения обладают антиоксидантным, противосудорож-
ным, противогрибковым, противомикробным, антигемолитическим, 
противоязвенным и спазмолитическим свойствами [5—7]. Кроме того, 
важный компонент H. officinalis — розмариновая кислота, содержание 
которой может достигать 169,2 ± 0,6 мг на 100 г [8]. Исследования пока-
зали, что розмариновая кислота проявляет высокую антиоксидантную 
активность [9; 10]. Также она обладает антибактериальным, противоал-
лергическим, антиканцерогенным и анти-ВИЧ-1 действием. Благодаря 
этому розмариновая кислота активно используется в пищевой, космети-
ческой и фармацевтической промышленности [9; 11].

Таким образом, в связи с накоплением в H. officinalis большого коли-
чества ценных биологически активных веществ, обладающих фарма-
кологической активностью, это растение является перспективным для 
получения необходимых для медицины и фармацевтики соединений. 
В настоящее время известно, что каллусные культуры представляет со-
бой более быстрый и надежный способ для получения важных биоло-
гически активных веществ по сравнению со сбором растений из приро-
ды. Большие преимущества получения каллусной культуры связаны с 
возможностью ее использования в промышленном производстве путем 
преобразования в систему суспензионных культур [12].

Каллусные культуры достаточно активно изучают с целью получе-
ния из них конкретных терапевтических соединений, таких как палик-
сантел [13], камтотекин [14] и др. [15—17]. Благодаря отсутствию влия-
ния факторов окружающей среды каллусные культуры в некоторых 
случаях могут обеспечить выход вторичных метаболитов в более высо-
ких количествах [18]. Синтез биологически активных веществ в культу-
рах тканей растений, в том числе в каллусных культурах, усиливается за 
счет подбора оптимального состава среды, температуры и регуляторов 
роста. Например, было установлено, что каллусная культура H. officinalis, 
культивируемая на среде Мурасиге — Скуга, дополненная 2 мг/л кине-
тина в сочетании с 3 мг/л нафтилуксусной кислоты приводила к наи-
большему выходу вторичных метаболитов, в частности флавоноидов и 
полифенольных соединений, а также к повышению антиоксидантной 
активности экстрактов [19]. 

Кроме того, эффективными подходами к усилению биотехнологи-
ческого производства вторичных метаболитов является использование 
элиситоров. Научные исследования подтвердили, что растения выра-
батывают фитогормоны, такие как салициловая кислота и метилжа-
смонат, в ответ на стресс или атаку патогенов. Эти вещества считаются 
сигнальными соединениями, стимулирующими синтез вторичных ме-
таболитов, включая флавоноиды, алкалоиды, терпеноиды и фенилпро-
паноиды [20]. 

Другая стратегия заключается в добавлении предшественников вто-
ричных метаболитов для повышения биосинтеза нужных соединений. 
Сообщалось, что добавление в питательную среду аминокислот фени-
лаланина и тирозина увеличивало биомассу каллуса Lobelia inflata L. в 
2—3 раза, а также повышало содержание биологически активных ве-
ществ [21]. 
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Таким образом, целью настоящего исследования стала оценка влия-
ния различных концентраций фенилаланина, тирозина на рост и био-
синтез вторичных метаболитов в каллусных культурах H. officinalis.

Материалы и методы исследования

Растительный материал. Каллус был получен с использованием 
асептических проростков H. officinalis, полученных из семян (сорт «Ле-
карь», ГК «Гавриш»), которые культивировались на среде Мурасиге — 
Скуга (МС) [22] без регуляторов роста с добавлением 7 г/л агара и 30 г/л 
сахарозы, pH питательной среды 5,6—5,8. Для индукции каллусогенеза 
листовые экспланты помещали в чашки Петри на три модификации 
питательной среды МС: МС-2 — с добавлением 2 мг/л кинетина (КИН) 
и 3 мг/л 1-нафталинуксусной кислоты (НУК); MС-5 — с добавлением 
0,8 мг/л 6-бензиламинопурина (БАП) в сочетании с 1,5 мг/л 3-индо-
лилуксусной кислоты (ИУК) и 0,5 мг/л индолил-3-масляной кислоты 
(ИМК); MС-6 — с добавлением 0,2 мг/л БАП и 1 мг/л 2,4-дихлорфенок-
сиуксусная кислота (2,4-Д). Культивирование проводили в темноте, в ус-
ловиях термостата при 25 °C в течение 4 недель. Субкультивирование на 
свежую питательную среду осуществлялось каждые 4 недели. 

Оценка влияния аминокислот на рост каллусной культуры. Для проведе-
ния эксперимента в условиях ламинар-бокса отбирали 0,3 г каллусной 
культуры и помещали в чашки Петри на три модификации среды МС 
(МС-2; МС-5; МС-6). Фенилаланин, тирозин в конечных концентраци-
ях 0, 1, 10, 100 и 500 мкМ добавляли в питательные среды. Каллусные 
культуры культивировали в условиях термостата при 25 °C в течение 
30 дней. По истечении данного времени взвешивали сырую биомассу. 
После растительный материал сушили в термостате при 60 °C в течение 
48 ч, а затем взвешивали сухую биомассу. Высушенный материал храни-
ли в морозилке при – 18 °C. 

Получение экстрактов. В фарфоровой ступке растирали 0,1 г сухой био-
массы каллусной культуры и количественно переносили в центрифуж-
ную пробирку на 15 мл и добавляли 10 мл 70 %-ного этанола. Мацера-
цию проводили в течение суток на орбитальном шейкере (100 об./ мин). 
После пробирки центрифугировали в течение 20 мин при 3900 g на цен-
трифуге Eppendorf 5810R. Далее супернатант переливали в мерную про-
бирку на 10 мл и доводили объем 70 %-ным этанолом до метки. 

Суммарное содержание фенольных соединений (СФС). Определение об-
щего содержания фенольных соединений проводилось с использова-
нием реактива Фолина — Чокальтеу [23]. Для этого в каждую лунку 
микропланшета добавляли по 100 мкл реактива Фолина — Чокальтеу и 
по 20 мкл экстракта или стандарта. Смесь перемешивали на орбиталь-
ном шейкере (BioSan MPS-1) и выдерживали 4 мин, а затем добавляли 
75 мкл 7,5 %-ного раствора карбоната натрия. Смесь инкубировали в 
темноте при комнатной температуре в течение 30 мин, затем регистри-
ровали оптическое поглощение при длине волны 765 нм с помощью 
микропланшет-ридера (BMG Labtech CLARIOstar). В качестве стандар-
та использовали галловую кислоту (ГК). Суммарное содержание фе-
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нольных соединений оценивали по калибровочной кривой и выража-
ли в мг эквивалентов галловой кислоты на г сухой массы (СМ) каллуса 
(мг- экв. ГК/г СМ).

Определение общего содержания гидроксикоричных кислот (СГК). Сум-
марное содержание гидроксикоричных кислот оценивали с использова-
нием реактива Арно [24; 25]. К 20 мкл экстракта в лунку микропланше-
та добавляли 40 мкл 0,5 М HCl, 40 мкл реактива Арно, 40 мкл NaOH и 
60 мкл дистиллированной воды. Для каждого экстракта готовился рас-
твор сравнения без добавления реактива Арно. Оптическое поглощение 
регистрировали при длине волны 525 нм с помощью микропланшет-ри-
дера (BMG Labtech CLARIOstar). В качестве стандарта использовали роз-
мариновую кислоту (РК). Суммарное содержание гидроксикоричных 
кислот выражали в мг эквивалентов розмариновой кислоты (РК) на г су-
хой массы (СМ) каллуса (мг-экв. РК/г сухого веса).

Определение антиоксидантной активности (АОА). Антиоксидантную 
активность определяли по способности захватывать радикалы 2,2-ди-
фенил-1-пикрилгидразил (DPPH) и 2,2’-азино-бис(3-этилбензтиазоли-
но-6-сульфоновой кислоты (ABTS), а также по восстановительной спо-
собности при взаимодействии с Fe(III)-2,4,6-трипиридил-s-триазиновым 
комплексом (FRAP) [26]. Для построения калибровочного графика ис-
пользовалась аскорбиновая кислота (АК). Антиоксидантную активность 
выражали в мг эквивалентов аскорбиновой кислоты на г сухой массы 
(СМ) каллуса (мг-экв. АК/г СМ). При определении антиоксидантной ак-
тивности методом DPPH в луночном микропланшете 20 мкл экстракта 
смешивали с 300 мкл 0,1 мМ раствора DPPH. В качестве раствора срав-
нения использовали 300 мкл DPPH и 20 мкл 70 %-ного раствора этано-
ла. Смесь инкубировали 60 мин в темноте при комнатной температуре. 
Снижение оптического поглощения было зафиксировано при 515 нм. 
При определении антиоксидантной активности методом ABTS в каждой 
лунке микропланшета 20 мкл экстракта смешивали с 300 мкл приготов-
ленного раствора катион-радикала ABTS. Полученную смесь инкубиро-
вали 15 мин в темноте, оптическое поглощение измеряли при длине вол-
ны 734 нм. Для определения восстановительной способности экстрактов 
использовали реагент FRAP. Для проведения реакции к 20 мкл исследу-
емого экстракта в лунку микропланшета добавляли по 300 мкл реагента 
FRAP. Полученную смесь инкубировали 10 мин, затем измеряли опти-
ческое поглощение при длине волны 593 нм. Все измерения оптического 
плотности проводили с помощью микропланшет-ридера (BMG Labtech 
CLARIOstar).

Статистический анализ. Статистическая обработка полученных экс-
периментальных данных проводилась с использованием программы 
IBM SPSS Statistics 23. Для проверки на нормальность распределения вы-
борок использовали критерий Шапиро — Уилка. Для сравнения сред-
них значений в выборках и оценки значимости различий применяли 
параметрический однофакторный дисперсионный анализ (ANOVA) с 
апостериорным критерием Тьюки (р = 0,05) и непараметрический кри-
терий Краскала — Уоллиса. Корреляционный анализ проводился с ис-
пользованием коэффициента корреляции Пирсона.
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Результаты и обсуждение

Влияние различных концентраций аминокислот  
на рост каллусной культуры

Ранее сообщалось, что высокие концентрации фенилаланина и ти-
розина в значительной степени предотвращают рост клеток. В свою оче-
редь, небольшие концентрации фенилаланина и тирозина значительно 
увеличивают как сырую, так и сухую биомассу растений [27].

Как мы видим на рисунке 1, a, наибольший прирост сырой биомассы 
(2,88 ± 1,39 г) каллусной культуры, выращенной на среде МС-2, наблю-
дался при добавлении 10 мкМ фенилаланина в питательную среду. Для 
сухой биомассы добавление фенилаланина приводило к уменьшению 
прироста (рис. 2, а). Наименьший прирост сырой (1,43 ± 0,79 г) и сухой 
(0,07 ± 0,03 г) биомассы был зафиксирован при внесении 100 мкМ фени-
лаланина в данную питательную среду. 

а                                                                б

Рис. 1. Прирост сырой биомассы каллусной культуры H. officinalis, 
выращенной на среде МС-2 с добавлением фенилаланина (а) и тирозина (б).  

Разные буквы указывают на статистически значимые различия  
(ANOVA, тест Тьюки (HSD), p ≤ 0,05)

а                                                                б

Рис. 2. Прирост сухой биомассы каллусной культуры H. officinalis, 
выращенной на среде МС-2 с добавлением фенилаланина (а) и тирозина (б). 

Разные буквы указывают на статистически значимые различия  
(ANOVA, тест Тьюки (HSD), р ≤ 0,05)
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Высокий прирост сырой биомассы культуры МС-2 наблюдался 
при внесении тирозина в концентрации 100 (2,16 ± 0,96 г) и 500 мкМ 
(2,20 ± 0,58 г), а также без его добавления (2,60 ± 1,59 г) (рис. 1, б). Наиболь-
ший прирост сухой биомассы отмечен на среде без добавления тирози-
на (рис. 2, б). Таким образом, присутствие тирозина в питательной среде 
МС-2 не показало статистически значимых эффектов на повышение сы-
рой и сухой биомассы каллусной культуры. 

Высокий прирост сырой (рис. 3, а) и сухой (рис. 4, а) биомассы для 
каллусной культуры, выращенной на среде MS-5, наблюдался без добав-
ления фенилаланина (0 мкМ). Прирост сырой биомассы каллуса соста-
вил 2,21 ± 0,53 г, а сухой — 0,09 ± 0,02 г. В то же время с увеличением кон-
центрации фенилаланина в питательной среде прирост сырой и сухой 
биомассы статистически значимо не изменялся, но был ниже в 5 раз по 
сравнению с контролем (0 мкМ). 

а                                                                б

Рис. 3. Прирост сырой биомассы каллусной культуры H. officinalis, 
выращенной на среде МС-5 с добавлением фенилаланина (а) и тирозина (б).

Разные буквы указывают на статистически значимые различия 
(ANOVA, тест Тьюки (HSD), p ≤ 0,05)

а                                                                б

Рис. 4. Прирост сухой биомассы каллусной культуры H. officinalis, 
выращенной на среде МС-5 с добавлением фенилаланина (а) и тирозина (б). 

Разные буквы указывают на статистически значимые различия 
(ANOVA, тест Тьюки (HSD), p ≤ 0,05)
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Добавление разных концентраций тирозина в питательную среду 
МС-5 приводило к снижению прироста сырой и сухой биомассы кал-
лусной культуры по сравнению с контролем (рис. 3, б). Таким образом, 
присутствие тирозина и фенилаланина в питательной среде МС-5 не по-
казало статистически значимых различий на повышение сырой и сухой 
биомассы каллусной культуры.

Добавление разных концентраций фенилаланина в питательную 
среду МС-6 не показало статистически значимых различий в приросте 
сырой (ANOVA, F = 1,06; p = 0,39) и сухой (ANOVA, F = 0,27; p = 0,90) био-
массы каллусной культуры (рис. 5, а и 6, а).

а                                                                б

Рис. 5. Прирост сырой биомассы каллусной культуры H. officinalis, 
выращенной на среде МС–6 с добавлением фенилаланина (а) и тирозина (б). 

Разные буквы указывают на статистически значимые различия 
(ANOVA, тест Тьюки (HSD), p ≤ 0,05)

а                                                                б

Рис. 6. Прирост сухой биомассы каллусной культуры H. officinalis, 
выращенной на среде МС-6 с добавлением фенилаланина (а) и тирозина (б). 

Разные буквы указывают на статистически значимые различия 
(ANOVA, тест Тьюки (HSD), p ≤ 0,05)

Было установлено увеличение прироста сырой биомассы каллусной 
культуры с увеличением концентрации тирозина в среде MS-6 (ANOVA, 
F = 3,17; p = 0,02) (рис. 5, б). Однако статистически значимых различий в 
приросте сухой биомассы данной каллусной культуры выявлено не 
было (ANOVA, F = 0,68; p = 0,61) (рис. 6, б). 
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Ранее сообщалось о неоднозначном действии фенилаланина и тиро-
зина на рост клеточной биомассы в растительных культурах in vitro. Ре-
зультаты исследования каллусных культур Hydrocotyle bonariensis Comm. 
ex Lam показали, что фенилаланин в концентрации от 2 до 5 мг/л суще-
ственно не влияет на рост [28]. В другом исследовании говорилось, что 
более высокая концентрация тирозина (5 мМ) снижала прирост сухой 
биомассы клеточной культуры Thalictrum minus L., который составлял 
лишь 77 % от массы контрольной культуры [29]. В то же время при до-
бавлении фенилаланина в концентрации 7 мМ прирост сухой биомассы 
замедлялся лишь на 5 %.

Наше исследование влияния разных концентраций фенилаланина и 
тирозина на рост каллусных культур H. officinalis не показало статисти-
чески значимых эффектов, повышающих прирост биомассы изучаемых 
культур. 

Влияние разных концентраций аминокислот  
на содержание фенольных соединений

H. officinalis содержит большое количество полифенольных соеди-
нений, фенольные и гидроксикоричные кислоты, такие как кофейная, 
розмариновая, феруловая, хлорогеновая и др. [4].

Анализ содержания фенольных соединений в каллусной культуре 
показал наличие влияния разных концентраций аминокислот. Так, мак-
симальное содержание фенольных соединений в каллусной культуре 
H. officinalis (рис. 7, а) было установлено при добавлении 10 мкМ фенилала-
нина в питательную среду МС-2 (15,92 ± 2,60 мг — экв. галловой кислоты/г 
СМ). В присутствии 1, 100 и 500 мкМ фенилаланина в питательной среде 
содержание фенольных соединений существенно не различалось в срав-
нении с контролем (0 мкМ) (8,50 ± 0,64 мг — экв. галловой кислоты/г СМ). 

 В то же время наибольшее содержание фенольных соединений было 
зафиксировано при концентрации 100 мкМ тирозина (16,97 ± 2,99 мг — 
экв. галловой кислоты/г СМ) в данной среде (рис. 7, б), что в 2 раза боль-
ше, чем в контроле (0 мкМ) (8,50 ± 0,64 мг — экв. галловой кислоты/г СМ).

а                                                                б

Рис. 7. Содержание фенольных соединений в каллусной культуре H. officinalis, 
выращенной на среде МС-2 с добавлением фенилаланина (а) и тирозина (б). 

Разные буквы указывают на статистически значимые различия 
(ANOVA, тест Тьюки (HSD), p ≤ 0,05)
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В каллусной культуре, культивируемой на питательной среде МС-5, 
было зафиксировано высокое содержание фенольных соединений при 
концентрации 10 мкМ фенилаланина (11,86 ± 1,18 мг — экв. галловой 
кислоты/г СМ) (рис. 8, а). В то же время повышение содержания фе-
нольных соединений наблюдалось при концентрации 100 и 500 мкМ 
тирозина в данной питательной среде — соответственно 13,47 ± 1,16 и 
12,57 ± 0,20 мг — экв. галловой кислоты/г СМ (рис. 8, б).

а                                                                б

Рис. 8. Содержание фенольных соединений в каллусной культуре H. officinalis, 
выращенной на среде МС-5 с добавлением фенилаланина (а) и тирозина (б). 

Разные буквы указывают на статистически значимые различия 
(ANOVA, тест Тьюки (HSD), p ≤ 0,05)

Общее содержание фенольных соединений в каллусной культу-
ре, выращенной на среде МС-6 (рис. 9, а), было повышено в 1,5 раза по 
сравнению с контролем (4,02 ± 0,93 мг — экв. галловой кислоты/г СМ) 
при внесении 10 мкМ (6,34 ± 0,87 мг — экв. галловой кислоты/г СМ) и 
500 мкМ (6,53 ± 0,45 мг — экв. галловой кислоты/г СМ) фенилаланина. 
Наименьшее содержание фенольных соединений было показано при 
добавлении 1 мкМ фенилаланина (2,75 ± 0,77 мг — экв. галловой кисло-
ты/г СМ). 

Высокое содержание фенольных соединений в культуре МС-6 было 
зафиксировано при добавлении 10 мкМ (7,14 ± 0,18 мг — экв. галловой 
кислоты/г СМ) и 100 мкМ (7,10 ± 1,56 мг — экв. галловой кислоты/г СМ) 
тирозина (рис. 9, б). В целом при добавлении тирозина в питательную 
среду МС-6 содержание фенольных соединений в каллусной культуре 
было выше по сравнению с контролем (2,75 ± 0,77 мг — экв. галловой кис-
лоты/г СМ).

Сообщалось, что содержание фенольных соединений в нативном 
растении H. officinalis составляет 4,70 ± 0,04 мг — экв. галловой кисло-
ты/г СМ [5]. Полученные нами данные показывают, что добавление 
в питательную среду МС-2 фенилаланина в концентрации 10 мкМ 
(15,92 ± 2,6 мг — экв. галловой кислоты/г СМ) и тирозина в концентрации 
100 мкМ (16,97 ± 2,99 мг — экв. галловой кислоты/г СМ) повышает общее 
количество фенольных соединений в 4 раза. Также добавление в пита-
тельную среду МС-5 10 мкМ фенилаланина (11,86 ± 1,18 мг — экв. галло-
вой кислоты/г СМ) и тирозина в концентрации 100 мкМ (13,47 ± 1,16 мг — 
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экв. галловой кислоты/г СМ) и 500 мкМ (12,57 ± 0,20 мг — экв. галловой 
кислоты/г СМ) приводит к повышению фенольных соединений. Для 
каллусной культуры, выращенной на среде МС-6, было установлено 
повышение содержания фенольных соединений при внесении в пита-
тельную среду 10 мкМ (6,34 ± 0,87 мг — экв. галловой кислоты/г СМ) и 
500 мкМ (6,53 ± 0,45 мг — экв. галловой кислоты/г СМ) фенилаланина, 
а также 10 мкМ (7,14 ± 0,18 мг — экв. галловой кислоты/г СМ) и 100 мкМ 
(7,10 ± 1,56 мг — экв. галловой кислоты/г СМ) тирозина.

а                                                                б

Содержание фенольных соединений в каллусной культуре H. officinalis, 
выращенной на среде МС-6 с добавлением фенилаланина (а) и тирозина (б). 

Разные буквы указывают на статистически значимые различия 
(ANOVA, тест Тьюки (HSD), p ≤ 0,05)

Среди фенольных соединений H. officinalis преобладают гидроксико-
ричные кислоты, содержание которых составляет 72,5 % от суммы фе-
нольных соединений [5]. В нашем исследовании показано влияние раз-
ных концентраций фенилаланина на содержание гидроксикоричных 
кислот в трех каллусных культурах H. officinalis. 

Высокое содержание гидроксикоричных кислот зафиксировано у 
каллусной культуры, выращенной на среде МС-2, с внесением 10 мкМ 
фенилаланина (15,92 ± 2,61 мг — экв. розмариновой кислоты/г СМ) 
(рис. 10, а). Также наблюдалось высокое содержание гидроксикоричных 
кислот в каллусной культуре при добавлении в питательную среду МС-2 
тирозина в концентрации 100 мкМ (16,97 ± 2,99 мг — экв. розмариновой 
кислоты/г СМ) (рис. 10, б). 

Для каллусной культуры, выращенной на среде МС-5 (рис. 11, а), 
при добавлении разных концентраций фенилаланина содержание ги-
дроксикоричных кислот было повышено почти в 2 раза в присутствии 
10 мкМ (4,43 ± 1,11 мг — экв. розмариновой кислоты/г СМ) фенилалани-
на по сравнению с контролем (2,92 ± 0,57 мг — экв. розмариновой кисло-
ты/г СМ). 

Как видно из рисунка 11, б, общее содержание гидроксикорич-
ных кислот в каллусной культуре также было повышено в 2 раза при 
добавлении в питательную среду тирозина в концентрации 100 мкМ 
(9,25 ± 1,17 мг — экв. розмариновой кислоты/г СМ) по сравнению с кон-
тролем (4,38 ± 0,77 мг — экв. розмариновой кислоты/г СМ). 
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Рис. Содержание гидроксикоричных кислот 
в каллусной культуре H. officinalis, выращенной на среде МС-2 

с добавлением фенилаланина (а) и тирозина (б). 
Разные буквы указывают на статистически значимые различия 

(ANOVA, тест Тьюки (HSD), p ≤ 0,05)

а                                                                б

Рис. 11. Содержание гидроксикоричных кислот  
в каллусной культуре H. officinalis, выращенной на среде МС-5 

с добавлением фенилаланина (а) и тирозина (б). 
Разные буквы указывают на статистически значимые различия 

(ANOVA, тест Тьюки (HSD), p ≤ 0,05)

Для каллусной культуры, выращенной на среде MS-6 (рис. 12, а), об-
щее содержание гидроксикоричных кислот было максимальным при 
добавлении 10 мкМ (7,59 ± 0,78 мг — экв. розмариновой кислоты/г СМ), 
100 мкМ (6,35 ± 0,45 мг — экв. розмариновой кислоты/г СМ) и 500 мкМ 
(6,63 ± 1,20 мг — экв. розмариновой кислоты/г СМ) фенилаланина. Наи-
меньшее содержание гидроксикоричных кислот наблюдалось при кон-
центрации фенилаланина 1 мкМ (3,97 ± 0,26 мг — экв. розмариновой 
кислоты/г СМ). 

При добавлении разных концентраций тирозина в питательную 
среду МС-6 общее содержание гидроксикоричных кислот в каллусной 
культуре H. officinalis статистически значимо не изменялось (рис. 12, б). 
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Рис. 12. Содержание гидроксикоричных кислот  
в каллусной культуре H. officinalis, выращенной на среде МС-6 

с добавлением фенилаланина (а) и тирозина (б). 
Разные буквы указывают на статистически значимые различия 

(ANOVA, тест Тьюки (HSD), p ≤ 0,05)

Влияние разных концентраций аминокислот  
на антиоксидантную активность

Оценка влияния разных концентраций аминоксилот на антиокси-
дантную активность была проведена с помощью трех методов DPPH, 
ABTS и FRAP. 

При добавлении фенилаланина в среду МС-2 максимальная антиокси-
дантная активность экстрактов каллусных культур, измеренная методом 
DPPH, была установлена при концентрации 1 мкМ (35,97 ± 6,69 мг — экв. 
аскорбиновой кислоты/г СМ ) и 10 мкМ (37,79 ± 5,14 мг — экв. аскорби-
новой кислоты/г СМ) (рис. 13, а). Однако значения антиоксидантной 
активности при этих концентрациях достоверно не различались со 
значением в контроле (38,21 ± 4,11 мг — экв. аскорбиновой кислоты/г 
СМ). Высокие концентрации фенилаланина (100 и 500 мкМ) приводи-
ли к понижению антиоксидантной активности каллусной культуры. 
В то же время при добавлении максимальной концентрации тирозина 
(500 мкМ) в питательную среду МС-2 наблюдалась наибольшая анти-
оксидантная активность (54,73 ± 9,04 мг — экв. аскорбиновой кислоты/г 
СМ) (рис. 13, б). 

Определение антиоксидантной активности каллусной культуры, вы-
ращенной на среде МС-2, методом FRAP показало наивысшее значение 
при добавлении 100 мкМ фенилаланина (95,00 ± 25,49 мг — экв. аскорби-
новой кислоты/г СМ) (рис. 14, а). В то же время концентрации тирозина 
не приводили к повышению антиоксидантной активности, наоборот, 
максимальная концентрация (500 мкМ) понижала антиоксидантную ак-
тивность в 2 раза по сравнению с контролем (рис. 14, б). 
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Рис. 13. Антиоксидантная активность (DPPH) экстрактов  
каллусных культур H. officinalis, выращенной на среде МС-2 

с добавлением фенилаланина (а) и тирозина (б). 
Разные буквы указывают на статистически значимые различия 

(ANOVA, тест Тьюки (HSD), p ≤ 0,05)

а                                                                б

Рис. 14. Антиоксидантная активность (FRAP) экстрактов 
каллусных культур H. officinalis, выращенной на среде МС-2 

с добавлением фенилаланина (а) и тирозина (б). 
Разные буквы указывают на статистически значимые различия 

(ANOVA, тест Тьюки (HSD), p ≤ 0,05)

Согласно методу ABTS была установлена максимальная антиокси-
дантная активность экстрактов каллусной культуры, выращенной на 
среде МС-2, при добавлении 10 мкМ фенилаланина (55,25 ± 8,71 мг — экв. 
аскорбиновой кислоты/г СМ) (рис. 15, а). Наименьшая антиоксидантная 
активность наблюдалась при самой высокой концентрации 500 мкМ фе-
нилаланина (24,01 ± 7,25 мг — экв. аскорбиновой кислоты/г СМ) в пита-
тельной среде. В это же время при внесении в питательную среду МС-2 
различных концентраций тирозина не было установлено статистически 
значимых различий в антиоксидантной активности экстрактов каллус-
ной культуры (ANOVA, F = 1,41; p = 0,26) (рис. 15, б).
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Рис. 15. Антиоксидантная активность (ABTS) экстрактов 
каллусных культур H. officinalis, выращенной на среде МС–2 

с добавлением фенилаланина (а) и тирозина (б). 
Разные буквы указывают на статистически значимые различия 

(ANOVA, тест Тьюки (HSD), p ≤ 0,05)

Проведенный анализ показал наличие значимых корреляций меж-
ду концентрациями фенилаланина и антиоксидантной активностью 
(DPPH, FRAP, ABTS) каллусной культуры, выращенной на среде МС-2 
(табл. 1). Сильная отрицательная связь была установлена между концен-
трациями фенилаланина и антиоксидантной активностью, измеренной 
методом ABTS (r = – 0,76; p ≤ 0,01). Также умеренная отрицательная связь 
наблюдалась между концентрациями фенилаланина и антиоксидант-
ной активностью, измеренной методом DPPH (r = – 0,68; p ≤ 0,01) и FRAP 
(r = – 0,49; p ≤ 0,01).

Таблица 1

Матрица корреляций фитохимических параметров  
каллусной культуры H. officinalis, выращенной на среде МС-2  

с добавлением фенилаланина

Параметр СФС СГК DPPH FRAP ABTS
Концентрация фенилаланина – 0,307 – 0,184 – 0,681** – 0,493** – 0,757**
СФС 1 0,840** 0,359 0,105 0,547**
СГК — 1 0,219 – 0,043 0,351
DPPH — — 1 0,148 0,686**
FRAP — — — 1 0,316
ABTS — — — — 1

** Корреляция значима на уровне 0,01 (двухсторонняя).
СФС — общее содержание фенольных соединений; СГК — общее содержание 

гидроксикоричных кислот; DPPH — антиоксидантная активность, определяе-
мая методом DPPH (2,2-дифенил-1-пикрилгидразил); FRAP — железовосстанав-
ливающая антиоксидантная активность; ABTS — антиоксидантная активность, 
определяемая методом ABTS (2,2’-азино-бис(3-этилбензотиазолин-6-сульфоно-
вая кислота)).
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В результате корреляционного анализа была установлена связь между 
концентрациями тирозина в питательной среде MS-2 и антиоксидант-
ной активностью (DPPH и FRAP) (табл. 2). Высокая отрицательная сте-
пень корреляции была установлена между концентрациями тирозина 
и антиоксидантной активностью, измеренной методом FRAP (r = – 0,80; 
p ≤ 0,01). Умеренная положительная корреляция была зафиксирована 
между концентрациями тирозина и антиоксидантной активностью, из-
меренной методом DPPH (r = 0,59; p ≤ 0,01).

Таблица 2

Матрица корреляций фитохимических параметров  
каллусной культуры H. officinalis, выращенной на среде МС-2  

с добавлением тирозина

Параметр СФС СГК DPPH FRAP ABTS
Концентрация тирозина 0,340 0,321 0,592** – 0,797** – 0,050
СФС 1 0,923** 0,574** – 0,171 – 0,002
СГК — 1 0,608** – 0,170 0,080
DPPH — — 1 – 0,399* 0,065
FRAP — — — 1 0,009
ABTS — — — — 1

** Корреляция значима на уровне 0,01 (двухсторонняя).
* Корреляция значима на уровне 0,05 (двухсторонняя).
СФС — общее содержание фенольных соединений; СГК — общее содержание 

гидроксикоричных кислот; DPPH — антиоксидантная активность, определяе-
мая методом DPPH (2,2-дифенил-1-пикрилгидразил); FRAP — железовосстанав-
ливающая антиоксидантная активность; ABTS — антиоксидантная активность, 
определяемая методом ABTS (2,2’-азино-бис(3-этилбензотиазолин-6-сульфоно-
вая кислота)).

Методами DPPH (25,43 ± 3,41 мг — экв. аскорбиновой кислоты/г СМ), 
FRAP (122,61 ± 99,04 мг — экв. аскорбиновой кислоты/г СМ) и ABTS 
(59,60 ± 9,06 мг — экв. аскорбиновой кислоты/г СМ) была установлена 
максимальная антиоксидантная активность каллусной культуры при 
добавлении 10 мкМ фенилаланина в питательную среду МС-5 (рис. 16, а, 
17, а и 18, а).

Также высокая антиоксидантная активность, определенная мето-
дом DPPH, была зафиксирована при добавлении тирозина в концен-
трациях 1 мкМ (46,14 ± 3,10 мг — экв. аскорбиновой кислоты/г СМ), 
10 мкМ (43,27 ± 1,92 мг — экв. аскорбиновой кислоты/г СМ) и 100 мкМ 
(48,08 ± 2,02 мг — экв. аскорбиновой кислоты/г СМ) (рис. 16, б). Метод 
FRAP показал, что наибольшее значение антиоксидантной активности 
наблюдалось при добавлении 100 мкМ тирозина (133,89 ± 27,74 мг — экв. 
аскорбиновой кислоты/г СМ) (рис. 17, б). В свою очередь, самое высо-
кое значение антиоксидантной активности каллусной культуры, со-
гласно методу ABTS, было установлено при внесении 10 мкМ тирозина 
(55,69 ± 11,96 мг — экв. аскорбиновой кислоты/г СМ) в питательную сре-
ду МС-5 (рис. 18, б).
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Рис. 16. Антиоксидантная активность (DPPH) экстрактов 
каллусных культур H. officinalis, выращенной на среде МС–5 

с добавлением фенилаланина (а) и тирозина (б). Разные буквы указывают  
на статистически значимые различия (ANOVA, тест Тьюки (HSD), p ≤ 0,05)

а                                                                б

Рис. 17. Антиоксидантная активность (FRAP) экстрактов 
каллусных культур H. officinalis, выращенной на среде МС-5 

с добавлением фенилаланина (а) и тирозина (б). Разные буквы указывают  
на статистически значимые различия (ANOVA, тест Тьюки (HSD), p ≤ 0,05)

а                                                                б

Рис. 18. Антиоксидантная активность (ABTS) экстрактов 
каллусных культур H. officinalis, выращенной на среде МС–5 

с добавлением фенилаланина (а) и тирозина (б). Разные буквы указывают  
на статистически значимые различия (ANOVA, тест Тьюки (HSD), p ≤ 0,05)
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Проведенный корреляционный анализ показал наличие отрицатель-
ной умеренной связи между концентрациями фенилаланина и антиок-
сидантной активностью определенной методом DPPH (r = – 0,6; p ≤ 0,01) и 
ABTS (r = – 0,45; p ≤ 0,05) (табл. 3). 

Таблица 3

Матрица корреляций фитохимических параметров  
каллусной культуры H. officinalis, выращенной на среде МС-5  

с добавлением фенилаланина

Параметр СФС СГК DPPH FRAP ABTS
Концентрация фенила-
ланина 0,236 0,341 – 0,601** 0,140 – 0,453*
СФС 1 0,721** 0,025 0,736** 0,306
СГК — 1 – 0,195 0,828** 0,079
DPPH — — 1 0,003 0,420*
FRAP — — — 1 0,345
ABTS — — — — 1

* Корреляция значима на уровне 0,05 (двухсторонняя).
** Корреляция значима на уровне 0,01 (двухсторонняя).
СФС — общее содержание фенольных соединений; СГК — общее содержание 

гидроксикоричных кислот; DPPH — антиоксидантная активность, определяе-
мая методом DPPH (2,2-дифенил-1-пикрилгидразил); FRAP — железовосстанав-
ливающая антиоксидантная активность; ABTS — антиоксидантная активность, 
определяемая методом ABTS (2,2’-азино-бис(3-этилбензотиазолин-6-сульфоно-
вая кислота)).

По результатам корреляционного анализа были выявлено нали-
чие значимых корреляций между концентрациями тирозина в пита-
тельной среде МС-5 и содержанием фенольных соединений, гидрок-
сикоричных кислот и антиоксидантной активностью (ABTS) (табл. 4). 
Умеренная положительная связь была установлена между концен-
трациями тирозина и содержанием фенольных соединений (r = 0,62; 
p ≤ 0,01). Также умеренная отрицательная связь наблюдалась между 
концентрациями тирозина и содержанием гидроксикоричных кислот 
(r = 0,68; p ≤ 0,01), антиоксидантной активностью, измеренной методом 
ABTS (r = – 0,37; p ≤ 0,05).

Таблица 4

Матрица корреляций фитохимических параметров  
каллусной культуры H. officinalis, выращенной на среде МС-5  

с добавлением тирозина

Параметр СФС СГК DPPH FRAP ABTS
Концентрация 
тирозина 0,624** – 0,678** – 0,244 – 0,146 – 0,373*

СФС 1 – 0,034 0,217 0,523** – 0,331
СГК — 1 0,700** 0,612** – 0,258
DPPH — — 1 0,593** 0,101
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Параметр СФС СГК DPPH FRAP ABTS
FRAP — — — 1 – 0,053
ABTS — — — — 1

* Корреляция значима на уровне 0,05 (двухсторонняя).
** Корреляция значима на уровне 0,01 (двухсторонняя).
СФС — общее содержание фенольных соединений; СГК — общее содержание 

гидроксикоричных кислот; DPPH — антиоксидантная активность, определяе-
мая методом DPPH (2,2-дифенил-1-пикрилгидразил); FRAP — железовосстанав-
ливающая антиоксидантная активность; ABTS — антиоксидантная активность, 
определяемая методом ABTS (2,2’-азино-бис(3-этилбензотиазолин-6-сульфоно-
вая кислота)).

Согласно методу DPPH экстракт каллусной культуры на среде 
МС-6 показал высокую антиоксидантную активность при внесении 
100 мкМ (33,03 ± 5,24 мг — экв. аскорбиновой кислоты/г СМ) и 500 мкМ 
(31,21 ± 3,47 мг — экв. аскорбиновой кислоты/г СМ) фенилаланина в 
питательную среду (рис. 19, а). Также максимальная антиоксидант-
ная активность данной каллусной культуры была зафиксирована при 
добавлении 1 (38,56 ± 3,34 мг — экв. аскорбиновой кислоты/г СМ) и 
10 (40,58 ± 4,52 мг — экв. аскорбиновой кислоты/г СМ) мкМ тирозина 
в питательную среду (рис 19б). В целом концентрации тирозина (1—
500 мкМ) в питательной среде MS-6 приводили к достоверному повы-
шению антиоксидантной активности почти в 4 раза по сравнению с 
контролем. 

а                                                                б

Рис. 19. Антиоксидантная активность (DPPH) экстрактов 
каллусных культур H. officinalis, выращенной на среде МС–6 

с добавлением фенилаланина (а) и тирозина (б). 
Разные буквы указывают на статистически значимые различия  

(ANOVA, тест Тьюки (HSD), p ≤ 0,05)

Определение антиоксидантной активности методом FRAP (рис. 20, а) 
для каллусной культуры, выращенной на среде МС-6, показало по-
вышение активности при концентрации фенилаланина 100 мкМ 
(66,29 ± 7,98 мг — экв. аскорбиновой кислоты/г СМ), по сравнению с 

Окончание табл. 4
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контролем (38,50 ± 10,23 мг — экв. аскорбиновой кислоты/г СМ). В свою 
очередь, методом ABTS (рис. 21, а) было установлено снижение антиок-
сидантной активности при добавлении разных концентраций фенила-
ланина. 

а                                                                б

Рис. 20. Антиоксидантная активность (FRAP) экстрактов 
каллусных культур H. officinalis, выращенной на среде МС–6 

с добавлением фенилаланина (а) и тирозина (б). 
Разные буквы указывают на статистически значимые различия 

(ANOVA, тест Тьюки (HSD), p ≤ 0,05)

Как мы видим из рисунка 20, б, не было установлено статистически 
значимых различий в повышении антиоксидантной активности каллус-
ной культуры H. officinalis согласно методу FRAP при добавлении раз-
личных концентраций тирозина в питательной среде МС-6 (ANOVA, 
F = 1,98; p = 0,13 ). То же самое показало определение антиоксидантной 
активности методом ABTS (ANOVA, F = 2,209; p = 0,1) (рис. 21, б).

а                                                                б

Рис. 21. Антиоксидантная активность (ABTS) экстрактов 
каллусных культур H. officinalis, выращенной на среде МС–6 

с добавлением фенилаланина (а) и тирозина (б). Разные буквы указывают 
на статистически значимые различия (ANOVA, тест Тьюки (HSD), p ≤ 0,05)

По результатам корреляционного анализа были выявлено наличие 
значимых корреляций между концентрациями фенилаланина в пита-
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тельной среде МС-6 и содержанием фенольных соединений, антиок-
сидантной активностью, измеренной методами DPPH и ABTS (табл. 5). 
Умеренная положительная связь была установлена между концентра-
циями фенилаланина и содержанием фенольных соединений (r = 0,54; 
p ≤ 0,01), а также антиоксидантной активностью, измеренной методом 
DPPH (r = 0,6; p ≤ 0,01). В то же время между концентрациями фенилала-
нина и антиоксидантной активностью, измеренной методом ABTS, была 
зафиксирована умеренная отрицательная связь (r = 0,47; p ≤ 0,01).

Таблица 5

Матрица корреляций фитохимических параметров  
каллусной культуры H. officinalis, выращенной на среде МС-6  

с добавлением фенилаланина

Параметр Концентрация 
фенилаланина СФС СГК DPPH FRAP ABTS

Концентрация  
фенилаланина 1 0,544** – 0,175 0,601** – 0,068 – 0,475**
СФС — 1 0,265 0,489** – 0,129 – 0,102
СГК — — 1 0,241 0,274 – 0,157
DPPH — — — 1 0,515** – 0,377*
FRAP — — — — 1 0,071
ABTS — — — — — 1

* Корреляция значима на уровне 0,05 (двухсторонняя).
** Корреляция значима на уровне 0,01 (двухсторонняя).
СФС — общее содержание фенольных соединений; СГК — общее содержание 

гидроксикоричных кислот; DPPH — антиоксидантная активность, определяе-
мая методом DPPH (2,2-дифенил-1-пикрилгидразил); FRAP — железовосстанав-
ливающая антиоксидантная активность; ABTS — антиоксидантная активность, 
определяемая методом ABTS (2,2’-азино-бис(3-этилбензотиазолин-6-сульфоно-
вая кислота)).

Проведенный корреляционный анализ не показал наличие значи-
мых корреляций между концентрациями тирозина в питательной среде 
МС-6 и остальными показателями (табл. 6). 

Таблица 6

Матрица корреляций фитохимических параметров  
каллусной культуры H. officinalis, выращенной на среде МС-2  

с добавлением тирозина

Параметр Концентрация 
тирозина СФС СГК DPPH FRAP ABTS

Концентрация ти-
розина 1 0,165 – 0,337 0,032 – 0,340 – 0,070
СФС — 1 0,297 0,623** 0,396* 0,363*
СГК — — 1 0,082 0,495** 0,267
DPPH — — — 1 – 0,116 0,577**
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Параметр Концентрация 
тирозина СФС СГК DPPH FRAP ABTS

FRAP — — — — 1 – 0,026
ABTS — — — — — 1

* Корреляция значима на уровне 0,05 (двухсторонняя).
** Корреляция значима на уровне 0,01 (двухсторонняя).
СФС — общее содержание фенольных соединений; СГК — общее содержание 

гидроксикоричных кислот; DPPH — антиоксидантная активность, определяе-
мая методом DPPH (2,2-дифенил-1-пикрилгидразил); FRAP — железовосстанав-
ливающая антиоксидантная активность; ABTS — антиоксидантная активность, 
определяемая методом ABTS (2,2’-азино-бис(3-этилбензотиазолин-6-сульфоно-
вая кислота)).

Заключение

В ходе проведения исследования влияния различных концентраций 
фенилаланина и тирозина на рост каллусных культур H. officinalis не 
было выявлено статистически значимых эффектов, повышающих при-
рост биомассы исследуемых каллусных культур. 

Для каллусной культуры H. officinalis, выращенной на среде МС-2, было 
установлено повышение общего содержания фенольных соединений и ги-
дроксикоричных кислот при внесении 10 мкМ фенилаланина и 100 мкМ 
тирозина. Также было выявлено повышение антиоксидантной активно-
сти экстракта каллусной культуры при добавлении в питательную среду 
100 мкМ фенилаланина (согласно методу FRAP), 500 мкМ тирозина (со-
гласно методу DPPH) и 10 мкМ фенилаланина (согласно методу ABTS).

Повышение общего содержания фенольных соединений и гидрок-
сикоричных кислот для каллусной культуры H. officinalis, выращенной 
на среде МС-5, наблюдалось при добавлении 10 мкМ фенилаланина. 
Также общее содержание фенольных соединений в экстракте данной 
каллусной культуры было повышено при концентрации 100 и 500 мкМ 
тирозина в питательной среде, а общее содержание гидроксикоричных 
кислот — при концентрации 100 мкМ тирозина. Антиоксидантная ак-
тивность экстракта данной каллусной культуры была максимальной при 
концентрации 10 мкМ фенилаланина и концентрациям тирозина 1, 10 
и 100 мкМ в питательной среде (согласно методам DPPH, FRAP и ABTS). 

Каллусная культура H. officinalis, выращенная на среде МС-6, пока-
зала высокое содержание фенольных соединений при добавлении в 
питательную среду 10 и 500 мкМ фенилаланина, а также 10 и 100 мкМ 
тирозина. Общее содержание гидроксикоричных кислот было повыше-
но при внесении в питательную среду 10, 100 и 500 мкМ фенилаланина. 
Согласно методам DPPH и FRAP повышение антиоксидантной активно-
сти экстракта данной каллусной культуры было зафиксировано при кон-
центрации 100 и 500 мкМ фенилаланина, а также при концетрации 1 и 
10 мкМ тирозина в питательной среде.

Таким образом, добавление аминокислот в оптимальной концентра-
ции может повысить выработку биологически активных веществ. В ис-
следованиях других клеточных культур растений семейства Lamiaceae 
сообщалось о положительном влиянии фенилаланина и тирозина на 

Окончание табл. 6
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биосинтез вторичных метаболитов [30—33]. Например, добавление 
фенилаланина в концентрации 0,25 г/л приводило к более высокому 
накоплению розмариновой кислоты (в 4,1 раза) в клеточной культуре 
Ocimum sanctum L. по сравнению с контролем [32]. В то же время при ис-
следовании содержания фенолов в каллусной ткани Coleus blumei Benth. 
наибольшее значение было зафиксировано при добавлении 0,2 г/л ти-
розина, в то время как при добавлении фенилаланина были показаны 
более низкие значения [33]. 

В нашем исследовании аминокислоты фенилаланин и тирозин ока-
зывают недостаточное стимулирующее влияние на рост и биосинтез вто-
ричных метаболитов, в связи с этим использование данных аминокислот 
в качестве элиситоров для исследуемых каллусных культур H. officinalis 
не видится перспективным. 
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Currently, callus cultures of medicinal plants are actively used for the production of im-
portant biologically active compounds. Investigating conditions that enhance the biosynthesis 
of these compounds in callus cultures is highly relevant. This article examines the influence of 
various concentrations of phenylalanine and tyrosine (1—500 µM) on the content of phenolic 
compounds and the antioxidant activity of three callus cultures of Hyssopus officinalis L. It 
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was found that the addition of phenylalanine at a concentration of 10 µM and tyrosine at a 
concentration of 100 µM to the nutrient media leads to an increase in the content of phenolic 
compounds and hydroxycinnamic acids in the callus cultures. An increase in the antioxidant 
activity of the extracts from the studied callus cultures was recorded at phenylalanine con-
centrations of 10 and 100 µM, as well as tyrosine concentrations of 1, 10, and 100 µM in the 
nutrient media.

Keywords: medicinal plant, callus culture, growth, biologically active substances, 
amino acids
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