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Состав водорастворимых полисахаридов клеток каллусной ткани 
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Из каллусной ткани стебля борщевика Сосновского Heracleum sosnowskyi Manden. выделена фракция водорас-
творимых полисахаридов, экстрагируемых из клеток горячей водой. Показано, что главными компонентами угле-
водных цепей фракции водорастворимых полисахаридов каллуса являются остатки галактозы, арабинозы, а также 
остатки гликуроновых (D-галактуроновой и D-глюкуроновой) кислот, которые идентифицированы практически в 
равных количествах. В качестве минорных моносахаридов в состав каллусной ткани входят также остатки глюкозы, 
рамнозы, ксилозы и маннозы. С помощью методов ультрафильтрации и ионообменной хроматографии установлено, 
что данная фракция полисахаридов представлена гетерогенной смесью кислых полисахаридов, отличающихся по 
моносахаридному составу. Показано, что в её состав входят полисахариды, которые по набору нейтральных моно-
сахаридных остатков соответствуют фракциям арабиногалактанов, входящих в состав протеогликанов, экстраги-
руемых из растения горячей водой. В то же время, они отличаются от арабиногалактанов нативного растения более 
высоким содержанием остатков арабинозы и галактозы, а также меньшим количеством остатков D-галактуроновой 
и D-глюкуроновой кислот. Установлено, что в состав фракции водорастворимых полисахаридов каллуса входят 
кислые полисахариды, которые по содержанию остатков D-галактуроновой кислоты и по соотношению нейтральных 
моносахаридных остатков близки к фракции пектиновых полисахаридов протопектинового комплекса клеточных 
стенок каллусной ткани, главные углеводные цепи которых содержат протяжённые области низкометилэтерифи-
цированного 1,4-α-D-галактуронана и рамногалактуронана-I, а также боковые углеводные цепи, представленные 
арабинаном, галактаном и/или арабиногалактаном. Показано, что полисахариды, входящие в состав фракции 
полисахаридов каллуса, содержат значительные количества соединений белковой природы, которые, вероятно, 
образуют с ними прочные комплексы или ковалентно связаны с их углеводными цепями.
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хариды, хромато-масс-спектрометрия, ультрафильтрация, ионообменная хроматография.
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A fraction of water-soluble polysaccharides extracted from cells with hot water was isolated from the callus tissue 
of the stem of the Heracleum sosnowskyi Manden. It was shown that the main components of the carbohydrate chains 
of the water-soluble polysaccharides fraction of callus are galactose, arabinose, and glycuronic (D-galacturonic and 
D-glucuronic) acid residues, which were identified in almost equal amounts. Glucose, rhamnose, xylose, and mannose 
residues are also included as minor monosaccharides in callus. Using ultrafiltration and ion exchange chromatography 
methods, it was found that this polysaccharide fraction is represented by a heterogeneous mixture of acidic polysac-
charides differing in monosaccharide composition. It is shown that its composition includes polysaccharides, which 
by the set of neutral monosaccharide residues correspond to the fractions of arabinogalactans, which are part of pro-
teoglycans extracted from the plant with hot water. At the same time, they differ from native plant arabinogalactans 
in a higher content of arabinose and galactose residues, as well as lower amount of D-galacturonic and D-glucuronic 
acid residues. It was found that the fraction of water-soluble polysaccharides of callus includes acidic polysaccharides, 
which are close to the pectin polysaccharides fraction of protopectin complex of callus tissue cell walls in terms of 
the content of D-galacturonic acid residues and the ratio of neutral monosaccharide residues, the main carbohydrate 
chains of which contain extended regions of low-methylesterified 1,4-α-D-galacturonan and rhamnogalacturonan-I, 
as well as the side carbohydrate chains represented by arabinan, galactan and/or arabinogalactan. It was revealed that 
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Способность с высокой скоростью накапли-
вать большое количество биомассы позволяет 
рассматривать борщевик Сосновского в каче-
стве перспективного источника биологически 
активных веществ и водорастворимых поли-
сахаридов (содержание легкогидролизуемых 
полисахаридов в стеблях борщевика может 
достигать 22,5%) [1]. Водные экстракты поли-
сахаридов борщевика проявляют выраженное 
иммуностимулирующее и сосудорасширяю-
щее действие, а также могут использоваться 
для лечения экзематозов и псориазов [2–5], 
а арабиногалактаны и пектиновые полисаха-
риды борщевика оказывают стимулирующий 
эффект на ранних стадиях онтогенеза злаков 
и увеличивают продуктивность травянистых 
растений [6]. Вместе с тем использование 
данной агрокультуры на практике крайне за-
труднительно, т. к. она является агрессивным 
инвазивным видом [7, 8], для которого харак-
терно быстрое и неконтролируемое распростра-
нение в естественных экосистемах. Кроме того, 
на фракционный состав фитополисахаридов  
и их характеристики оказывают влияние 
стадия вегетации и условия произрастания 
растений, а также тип растительных тканей, 
в которых они локализованы. В то же время, 
культуры дедифференцированных клеток  
и тканей растений синтезируют водораство-
римые полисахариды, которые благодаря от-
сутствию организменного контроля и влияния 
почвенно-климатических условий отличаются 
относительно постоянными характеристи-
ками [9], что позволяет использовать их для 
получения фитополисахаридов, обладающих 
определённым спектром биологической актив-
ности, обусловленным особенностями состава 
и структуры их углеводных цепей [10].

Цель данной работы – сравнение состава 
водорастворимых полисахаридов каллуса 
стебля борщевика Сосновского с составом 
арабиногалактанов надземной части натив-
ного растения.

Объекты и методы исследования

Растительный материал. Для выделения 
водорастворимых полисахаридов использова-
ли 21-суточную каллусную ткань борщевика 
Сосновского, которую выращивали в темноте 

polysaccharides included in the callus polysaccharide fraction contain significant amounts of protein compounds that 
probably form strong complexes with them or are covalently bound to their carbohydrate chains.

Keywords: callus tissue, water-soluble polysaccharides, arabinogalactans, pectin polysaccharides, chromatography-
mass spectrometry, ultrafiltration, ion exchange chromatography.

в термостате Binder (Германия) при t=26 оС. 
В качестве питательной среды применяли ми-
неральную основу среды Мурасиге-Скуга [11], 
с добавлением сахарозы (30 г/л), глицина  
(2 мг/л), мио-инозита (100 мг/л), витаминов 
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) и фитогормо-

нов (2,4-дихлорфеноксиуксусной кислоты –  
2,0 мг/л и 6-бензиламинопурина – 0,1 мг/л) [12].

Выделение водорастворимых полиса-
харидов. Лиофилизированную каллусную 
ткань (36,79 г) обезжиривали кипящей сме-
сью хлороформа и метанола (2:1 по объёму)  
в аппарате Сокслета и проводили истощающую 
экстракцию водорастворимых полисахаридов 
дистиллированной водой (порциями по 2 л) 
при t=68 оС [12]. Окончание экстракции по-
лисахаридов определяли качественной реак-
цией с фенолом и концентрированной серной 
кислотой по методу Смита [13]. Объединённый 
экстракт концентрировали упариванием под 
вакуумом при t=40 оС, диализовали и осаж-
дали полисахариды четырёхкратным объёмом 
96% этанола. Осадок водорастворимых поли-
сахаридов растворяли в минимальном объёме 
дистиллированной воды и лиофильно высу-
шивали – фракция НsсI (1248,0 мг).

Общие методы. Упаривание растворов 
проводили на роторном вакуумном испарителе 
IKA HB 10 basic (Германия). Центрифуги-
рование растворов проводили на центрифуге 
Sigma 2-16 PK (Германия). Для диализа 
использовали плёнки из ацетата целлюлозы  
с отсекаемыми молекулярными массами  
5–8 кДа (��������������������������������CelluSep������������������������ �����������������������H����������������������1, Бельгия). Высушива-
ние образцов проводили с помощью лиофиль-
ной сушилки ALPHA 2-4LD plus (Германия).

Общее содержание гликуроновых кислот 
(����������������������������������������UA��������������������������������������) в образцах определяли спектрофотоме-
трическим методом [14] по калибровочному 
графику для D-галактуроновой кислоты 
(10–100 мкг/мл), белка – с использованием 
реактива Фолина-Чиокалтеу [15] с калибро-
вочным графиком для фракции V бычьего 
сывороточного альбумина (10–100 мкг/мл), 
а метоксильных групп – по методу [16] с ис-
пользованием пентан-2,4-диона и калибровоч-
ного графика для метанола (10–80 мкг/мл). 
Измерения оптических плотностей растворов 
проводили на спектрофотометре Shimadzu 
UV-mini 1240 (Япония).
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Для обнаружения и количественного 
определения моносахаридов использова- 
ли газовую хромато-масс-спектрометрию 
(ГЖХ-МС). Моносахариды перед определе-
нием переводили в летучие триметилсилило-
вые эфиры [17] и полные ацетаты полиолов 
[18] после полного кислотного гидролиза 2М 
раствором трифторуксусной кислоты (ТФУ) 
при t=100 оС в течение 4–5 ч.

Определение триметилсилиловых эфиров 
моносахаридов и ацетатов полиолов про-
водили на газовом хроматографе G2589A 
(Agilent Tech., США) с колонкой HP-5MS 
(0,25 мм × 30 м) (Hewlett-Packard, США) и 
масс-селективным детектором 5973 INERT 
(Agilent Tech., США). Скорость газа-носителя 
(гелия): 1,0 мл/мин (деление потока 1:20). 
Температура инжектора – 250 оС. Температур-
ный режим термостата колонки: 175 оС (1 мин) 
→250 оС (градиент – 3 оС/мин). Температура 
интерфейса – 230 оС. Температура ионного 
источника – 230 оС. Энергия ионизирующих 
электронов – 70 эВ. Сканируемый диапазон 
масс – 44–550 m/z. Объём вводимых проб –  
1 мкл. Количественное содержание моносаха-
ридов в виде ацетатов полиолов рассчитывали 
с использованием соответствующих молярных 
коэффициентов (внутренний стандарт мио-
инозит – 0,1 мг/мл).

Ультрафильтрация. Навеску водорас-
творимых полисахаридов HScI (885,6 мг) 
растворяли в 200 мл дистиллированной воды, 
фильтровали через мембрану Vivacell 250, 
ПЭС (Владисарт, Россия) с отсекаемой M

w
 – 

100 кДа и лиофильно высушивали концентрат – 
фракция HSсI-u (644,7 мг).

Ионообменная хроматография. Для 
разделения полисахаридов HSсI-u (76,5 мг) 
использовали колонку (37±1,5 см) с ДЭАЭ-
целлюлозой (Fluka, Швеция) в Cl--форме. Сту-
пенчатое элюирование полисахаридов прово-
дили 0,01–0,5М растворами NaCl с объёмным 
расходом – 30 мл/ч. Контроль выхода фракций 
полисахаридов из колонки контролировали 
фенол-сернокислотным методом по Смиту 
[13]. Фракции полисахаридов, элюируемые 
0,01М, 0,1М, 0,2М и 0,3М растворами NaCl, 
диализовали и лиофильно высушивали: HSсI-
u-1d (4,7 мг), HSсI-u-2d (14,5 мг), HSсI-u-3d 
(24,0 мг) и HSсI-u-4d (10,5 мг).

Результаты и обсуждение

Выход экстрагируемых водой полиса-
харидов (фракция водорастворимых поли-
сахаридов HScI) из каллусной ткани стебля 

борщевика составил 3,4%, что в 2,8 раза выше, 
чем выход полисахаридной фракции из над-
земной части нативного растения [19–21]. Как 
было показано ранее [21], из надземной части 
борщевика Сосновского водой экстрагиру-
ются главным образом арабиногалактановые 
белки. Было установлено, что фракция HScI 
включает значительное количество белковых 
веществ – до 17%. Фракция полисахаридов 
HScI характеризуется достаточно высоким 
содержанием гликуроновых кислот (табл.). 
Методом ГЖХ-МС триметилсилиловых (ТМС) 
эфиров в их составе идентифицированы остат-
ки глюкуроновой (GlсA) и галактуроновой 
(GаlA) кислот. При определении нейтральных 
моносахаридов, входящих в состав ���������HScI�����, ме-
тодом ГЖХ-МС в виде перацетатов полиолов 
показано, что главными компонентами угле-
водных цепей фракции водорастворимых 
полисахаридов являются остатки галактозы 
(Gal) и арабинозы (Ara). Кроме того, в состав 
фракции HScI входят остатки глюкозы (Glc), 
ксилозы (Xyl), рамнозы (Rha) и маннозы 
(��������������������������������������������Man�����������������������������������������). В отличие от протеогликанов, экстраги-
руемых водой из надземной части борщевика 
Сосновского [21], полисахариды фракции 
HScI отличаются повышенным содержанием 
остатков Gal и Ara. 

Для удаления низкомолекулярных фраг-
ментов фракцию водорастворимых полисаха-
ридов HScI подвергали ультрафильтрации на 
мембране с отсекаемой среднемассовой моле-
кулярной массой (M

w
) 100 кДа. В результате 

получена фракция HSсI-u, содержащая 4,4% 
белка, моносахаридный состав полисахаридов 
которой практически идентичен полисахари-
дам исходной фракции HScI (табл.). 

При фракционировании HSсI-u на ДEAE-
целлюлозе (Cl--форма) были получены четыре 
различных по составу фракции полисахари-
дов. В отличие от фракций HSсI-u-1-d и HSсI-
u-2-d, элюируемых 0,01 M и 0,1 M растворами 
NaCl�������������������������������������, которые содержат незначительные ко-
личества остатков UA, фракции HSсI-u-3-d и 
HS������������������������������������������с�����������������������������������������I����������������������������������������-���������������������������������������u��������������������������������������-4-�����������������������������������d����������������������������������, элюируемые 0,2 �����������������M���������������� и 0,3 ���������M�������� раство-
рами NaCl, характеризуются повышенным их 
содержанием (табл.). В составе UA фракций 
HSсI-u-1-d и HSсI-u-2-d идентифицированы 
остатки GlcA и GalA. Во фракциях и HSсI-u-
2-d и HSсI-u-4-d идентифицированы остатки 
GalA, а остатки GlcA обнаружены в следовых 
количествах.

По набору нейтральных моносахаридных 
остатков HSсI-u-1-d и HSсI-u-2-d близки к 
соответствующим фракциям арабиногалак-
танов ������������������������������������II����������������������������������, получаемым при ионообменной хро-
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матографии полисахаридов, экстрагируемых 
водой из надземной части нативного растения 
[19]. Однако, в отличие от них, она характе-
ризуются меньшим (в 2 раза) количеством 
остатков UA и более высоким количеством  
(в 2 раза) остатков �����������������������������Ara��������������������������. В то же время, по содер-
жанию остатков ��������������������������UA������������������������ и соотношению нейтраль-
ных моносахаридных остатков HSсI-u-3-d  
и HSсI-u-4-d близки к фракциям пектиновых 
полисахаридов, экстрагируемых из каллусной 
ткани борщевика Сосновского 0,7% водным 
раствором оксалата аммония [12].

Все фракции содержат значительные ко-
личества белковых соединений: HSсI-u-1-d –  
19,0%, HSсI-u-2-d – 16,1%, HSсI-u-3-d –  
12,1% и �����������������������������������HS���������������������������������с��������������������������������I�������������������������������-������������������������������u�����������������������������-4-��������������������������d������������������������� –14,4%, которые, вероят-
но, образуют прочные комплексы с углеводны-
ми цепями или ковалентно связаны с ними.

Заключение

Таким образом, экстракцией горячей во-
дой из каллусной ткани борщевика выделена 
фракция водорастворимых полисахаридов 
с выходом, существенно превышающим 
выход водорастворимых полисахаридов из 
надземной части растения. Это позволяет 
рассматривать её в качестве перспективного 
источника для получения водорастворимых 
полисахаридов.

С помощью методов ультрафильтрации 
и ионообменной хроматографии показано, 
что главными компонентами фракции водо-
растворимых полисахаридов каллуса бор-
щевика являются полисахариды, близкие по 

моносахаридному составу арабиногалактану II 
надземной части нативного растения, а также 
пектиновым полисахаридам клеточных стенок 
каллуса. 
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Таблица / Table 
Состав фракций полисахаридов каллуса борщевика Сосновского

Composition of polysaccharides fractions of Heraclеum sosnоwskyi callus

Фракция
Fraction

Выход, 
%

Output, 
%

Содержание, % / Content, %
MeO1 UA2 Ara2 Gal2 Rha2 Xyl2 Man2 Glс2 ∑ms1

HScI 3,43 1,0 26,3 20,6 36,6 0,6 6,2 1,1 8,6 68,2
HSсI-u 72,84 0,7 27,6 17,8 38,2 2,3 5,1 1,4 7,6 66,2
HSсI-u-1-d 6,14 – 12,9 18,7 36,2 0,8 2,9 4,6 23,9 39,9
HSсI-u-2-d 19,04 tr. 9,7 29,3 54,6 2,2 1,0 0,7 2,5 80,0
HSсI-u-3-d 31,44 2,0 34,0 20,8 33,3 2,7 0,7 0,8 7,7 78,3
HSсI-u-4-d 13,74 1,2 57,9 12,0 18,5 2,3 1,4 2,0 5,9 52,3

Примечание: 1 – массовые проценты; 2 – мольные проценты; 3 – в пересчёте на массу сухого вещества каллусной 
ткани; 4 – в пересчёте на массу полисахарида, взятого на ультрафильтрацию и ионообменную хроматографию; 
∑ms – суммарное содержание моносахаридов; MeO – метоксильные группы; прочерк означает – не определено; 
tr. – следовые количества.

Note: 1 – mass percentages; 2 – molar percentages; 3 – in terms of the dry mass of callus tissue; 4 – in terms of the mass of 
the polysaccharide taken for ultrafiltration and ion exchange chromatography (in parentheses – yields in terms of the mass 
of the initial polysaccharide HScI); ∑ms – the total content of monosaccharides; MeO – methoxyl groups; a dash means 
undefined; tr. – trace amounts.
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