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Аннотация. Исследована возможность использования суспензионной культуры травянистого растения Stevia rebaudiana 

Bertoni для получения стевиозида. Листья стевии являются источником дитерпеновых гликозидов, таких как стевиозид и 

ребаудиозиды, которые в 100–300 раз слаще сахарозы, и применяются для функционального питания больных сахарным 

диабетом. Результаты эксперимента позволили оптимизировать условия выращивания суспензионной культуры Stevia 

rebaudiana Bertoni для дальнейших исследований и промышленного производства: предложены состав питательной 

среды, начальная концентрация клеток и длительность пассажа. Установлена продолжительность культивирования кле-

ток и оптимальное количество минерального компонента – Se в составе питательной среды Мурасиге – Скуга в количе-

стве 0,5 мг для получения рыхлой каллусной и суспензионной культуры Stevia rebaudiana Bertoni. Установлено, что 

наилучший рост культуры обеспечивался внесением суспензии с исходной плотностью для субкультивирования – 0,8×105 

клеток/м. Приведены цитофизиологические характеристики клеточной популяции. В процессе глубинного культивирова-

ния плотность суспензии увеличилась в 28 раз. Показано, что продолжительность накопления биомассы суспензионной 

культуры меньше, чем для каллусной ткани. На протяжении всех фаз цикла роста жизнеспособность клеток достигала 

79%. Полученные данные могут быть использованы в области микробиологии и биоинженерии для создания модифици-

рованных каркасов тканеинженерных конструкций. 

Abstract. The possibility of using a suspension culture of the herbaceous plant Stevia rebaudiana Bertoni to obtain a biologically 

active substance (stevioside) has been investigated. Stevia leaves are a source of diterpene glycosides, such as stevioside and 

rebaudiosides which are 100-300 times sweeter than sucrose and are used for functional nutrition in patients with diabetes. The 

results of the experiment make it possible to optimize the conditions for growing the suspension culture of Stevia rebaudiana Bertoni 

for further research and industrial production: composition of the nutrient medium, initial concentration of cells and duration of passage. 

Established have been the duration of cell cultivation and the optimal amount of the mineral component Se in the Murashige – Skoog 

nutrient medium in the amount of 0,5 mg for obtaining a loose callus and suspension culture of Stevia rebaudiana Bertoni. It has been 

found that the best growth of the culture is ensured by adding the suspension with initial density for subcultivation of 0,8×105 cells/m. 

The cytophysiological characteristics of the cell population are presented. During deep cultivation, density of the suspension increased 

by 28 times. It has been shown that the duration of biomass accumulation of a suspension culture is shorter than that for callus tissue. 

Throughout all the phases of the growth cycle, cell viability reaches 79%. The data obtained can be used in the field of microbiology 

and bioengineering to create modified scaffolds for tissue-engineered structures. 
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Введение 

В настоящее время в биотехнологии используется большое количество ценных видов растений, многие 

из которых не являются эндемиками. Для разработки технологии клеточных культур важен выбор подходя-

щего растительного объекта и условий его культивирования. Stevia rebaudiana Bertoni – многолетний полу-

кустарник из семейства Asteraceae, распространенный преимущественно в тропиках и субтропиках Южной 

Америки, плохо адаптируется для выращивания в открытом грунте в условиях РСО – Алания.  ожет быть 

получен в условиях in vitro на основе суспензионной модифицированной культуры. 

Культивирование клеточной суспензии – это быстрое размножение в жидкой питательной среде, в 

которой непрерывное перемешивание позволяет поддерживать аэрацию и равномерное распределение 

клеток в среде. Кроме того, для получения клеточной культуры необходима сбалансированная питатель-

ная среда Мурасиге – Скуга (МS) [1–3]. 

Биотехнологические методы открывают возможности для создания новых ценных биологически ак-

тивных веществ in vitro в изолированных культурах клеток, не используя сложные агротехнические при-

емы адаптации растений к непривычным климатическим условиям. В настоящее время актуальными яв-

ляются разработки клеточных технологий, направленных на создание биологически активных веществ 

– стевиозида с использованием каллусных тканей и биологически активных веществ суспензионных 

культур Stevia rebaudiana Bertoni [1–8]. Получение стевиозида на основе растения позволяет заменить 

высококалорийную сахарозу на натуральный непитательный подсластитель. Химический синтез про-

дукта очень чувствителен и трудоемок, соответственно, исследования направлены на создание альтер-

нативных методов получения БАВ на основе Stevia rebaudiana Bertoni [1 ,5, 7]. Использование суспензии 

данного растения является наиболее эффективным и экологичным способом для получения продуктов 

вторичного метаболизма [2, 4, 10, 11]. Для данного способа культивирования необходимы рыхлые кал-

лусные культуры, которые свободно располагаются в питательной среде и способны к клеточному деле-

нию. 

Стимулирование пролиферации используется в биоинженерии для создания модифицированных кар-

касов тканеинженерных конструкций [3, 11].  Пролиферация регулируется стимуляторами – гормонами, 

металлами и различными ингибиторами, которые могут вырабатываться как внутри клеток, так и вне их 

[3, 6, 8, 12]. В наших исследованиях использовали селен (Se), который способствует ускоренной проли-

ферации клеток. 

Цель исследований – получение биомассы культуры клеток Stevia rebaudiana Bertoni на основе раз-

ных вариантов питательной среды Мурасиге – Скуга. 

Материалы и методы 

Объектом исследований явились ткани и органы растения Stevia rebaudiana Bertoni (рис. 1), выращен-

ного в условиях коллекционного питомника Горского ГАУ. Для достижения поставленной цели была 

составлена схема исследований. 

Для работы использовали биотехнологические методы исследований культуры органов и тканей рас-

тений, предназначенных для получения каллусов из сегментов листовой пластинки. Все процедуры про-

водились в условиях ламинарного бокса. 

  

Рис. 1. Обьект иследований Stevia rebaudiana Bertoni 
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Биологическое загрязнение является серьезной проблемой в культуре тканей растений. Соответ-

ственно, для создания аксеновой культуры, свободной от загрязнения, применяли оригинальный прото-

кол обеззараживания экспланта: двукратное промывание в дистиллированной воде, выдерживание в ги-

похлорите кальция Ca(OCl)2, дистиллированной воде (для нейтрализации действия Ca(OCl)2), помеще-

ние в раствор с перекисью водорода (H2O2) – в течение 5 минут и в завершение промывание в дистилли-

рованной воде в течение 10 минут в двойной повторности. 

 

 

Для проведения эксперимента были составлены 4 варианта среды MS: агаризованные – традиционная 

среда и с добавлением Se (0,5 мг/л); жидкие – традиционная среда и с добавлением Se (0,5 мг/л) (см 

схему эксперимента). 

Осуществляли два типа культивирования клеток стевии Stevia rebaudiana Bertoni: поверхностное и 

глубинное. Поверхностное – на агаризованной питательной среде MS с добавлением 3% агара на 1 литр 

среды и глубинное – на той же среде MS, но без добавления агара (рис. 2, схема эксперимента). 
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Поверхностное культивирование каллусных клеток осуществляли в пробирках с 10 мл агаризованной 

питательной среды MS; суспензионных культур – в лабораторном ферментере емкостью 1000 мл с за-

полнением его до 1/3 жидкой питательной средой MS. В биореакторе перемешивание эксперименталь-

ной среды MS осуществляли путем аэрирования воздухом за счет поднимающихся пузырьков воздуха 

при помощи барботажного биореактора. Выращивание осуществляли при температуре 23±2°С, относи-

тельной влажности воздуха 6%, освещенности 500 Люкс  с двенадцатичасовым фотопериодом. 

На первом этапе проводили твердофазное культивирование. Полученные каллусные культуры пасси-

ровали в асептических условиях каждые 7 суток. Проводили два пассажа. 

На втором этапе для получения суспензионной культуры 3 г каллусной культуры помещали в лабо-

раторный ферментер с жидкой питательной средой. При пассировании суспензии каждые 24 часа отби-

рали инокулюм. В каждом варианте анализировали не менее трех проб суспензий. В процессе культиви-

рования определяли: агрегированность и жизнеспособность, цитофизиологические параметры, плот-

ность суспензии. 

Агрегированность определяли по соотношению различных клеточных агрегатов, выделяя одиночные 

клетки и агрегаты из нескольких клеток. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 2. Проведение стерилизации эксплантов стевии Stevia rebaudiana Bertoni  

Для определения плотности культуры отбирали инокулюм и подсчитывали число клеток в камере 

Горяева. Суспензионную культуру в количестве 1 мл смешивали с 2 мл 8%-го оксида хрома и оставляли 

на 15 мин в термостате при температуре 70°С. Смесь пропускали через шприц с толстой иглой (пипети-

ровали). Количество клеток подсчитывали в камере Горяева. Подсчет клеток осуществлялся в пяти боль-

ших квадратах (в четырех – по диагонали и в одном – в любом верхнем или нижнем углу сетки). Плот-

ность суспензии, т.е. число клеток, рассчитывали (в мл) по формуле 

X = М × N × 1000/3,2, 

где X – число клеток в мл; М – среднее число клеток в камере; N – разведение; 3,2 – постоянная величина. 

Для определения жизнеспособности полученной биомассы клеток использовали краситель ацето-

кармин. 

Результаты исследований 

В процессе исследования было изучено влияние состава питательной среды на скорость роста и ка-

чественные характеристики биомассы клеток стевии Stevia rebaudiana Bertoni. 

Эксперимент проводился в двух вариантах: на традиционной и модифицированной среде MS с добав-

лением Se. Экспланты листьев Stevia rebaudiana Bertoni использовали как основной материал для получе-

ния культуры тканей растений. Получение каллусной ткани осуществляли из различных фрагментов листа 

Stevia rebaudiana Bertoni размером 1–3 мм, которые помещали на агаризованные питательные среды MS и 

MS + Se. Экспланты набухали и на поверхности срезов образовывались каллусные культуры. Каллусная 

ткань на модифицированной среде с добавлением Se (0,5 мг/л) имела грязно-белый цвет и более рыхлую 

консистенцию, чем каллус, полученный на традиционной среде, – более плотной консистенции и с желто-

ватым оттенком (рис. 3). 
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Рис. 3. Каллусная культура стевия Stevia rebaudiana Bertoni: 

а) питательная среда MS + Se; б) питательная среда MS 

Так как клетки рыхлой каллусной ткани делятся с большей скоростью, для получения биомассы сус-

пензионной культуры использовали грязно-белые рыхлые клетки, выращенные на среде с добавлением Se; 

желтоватые клетки плотной консистенции могли быть использованы для изучения морфогенеза. 

Следующим этапом являлось получение первичной суспензионной культуры Stevia rebaudiana 

Bertoni. Использовали два лабораторных ферментера с барботером: первый – с традиционной питатель-

ной средой MS, второй – MS + Se (рис. 4). Каллусные культуры в количестве 3 г переносили в биореактор 

и осуществляли глубинное культивирование на средах: традиционной MS и MS + Se. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Как известно, плазматическая мембрана живых клеток непроницаема для крупных анионов исполь-

зованного нами красителя, соответственно, они остаются неокрашенными. Было показано, что первич-

ная суспензионная культура, выращенная на питательной среде MS + Se, имела более высокий процент 

жизнеспособности – 79%, но низкое содержание одноклеточной фракции (6%) (рис. 5).  

а                                                                           б 

Рис. 4. Культивирование суспензионных культур в жидкой питательной среде: 

                   а) питательная среда MS + Se; б) питательная среда MS 
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Рис. 5. Определение жизнеспособности суспензионной Stevia rebaudiana Bertoni: 

а) питательная среда MS + Se; б) питательная среда MS 

В суспензионной культуре обнаружены одиночные клетки, клеточные группы (2–10 клеток) и мно-

гоклеточные агрегаты. Качество суспензии определяли соотношением между одиночными клетками и 

агрегатами. Степень агрегации суспензионной культуры подразделяли на три типа: слабоагрегирован-

ные (40% одиночных клеток, 60% клеточных групп), среднеагрегированные (40% одиночных клеток, 

40% клеточных групп, 20% крупных агрегатов) и высокоагрегированные (более 50% клеток в агрегате). 

Результаты определения агрегированности клеток в культуре приведены в таблице. 

 
Влияние исходной плотности культуры и питательной среды на плотность и жизнеспособность                               

суспензионной культуры Stevia rebaudiana Bertoni 

Варианты 

 эксперимента 

(питательная 

 среда) 

Образец Плотность суспен-

зии, число клеток 

×105/мл (в начале 

эксперимента) 

Плотность суспензии в цикле 

выращивания, число клеток 

×105/мл 

Прирост плотно-

сти суспензии 

клеток за 14 сут, 

% к исходной 

Доля  

жизнеспособных 

клеток 

на 14 сут, % 
 7 сут 14 сут 

MS + 0,5 мг/л Se 

St 1+ Se 0,8 18,7 ± 0,7 25,1 ± 1,2 2753,9 78,2 ± 0,7 

St2+ Se 1,7 27,9 ± 1,3 40,3 ± 1,7 2304,1 72,1 ± 1,2 

St3+ Se 2,5 22,4 ± 1,4 48,9 ± 1,8 1879,6 65,4± 1,2 

St4+ Se 6,4 17,9 ± 0,8 59,3 ± 1,5 901,4 59,2 ± 1,7 

St5+ Se 12,3 35,1 ± 1,5 75,5 ± 1,8 596,8 60,5 ± 1,9 

St6+ Se 18,1 37,1± 1,7 78,9 ± 2,0 622,1 56,2 ± 1,5 

MS традиционная 

St1 0,8 16,9 ± 0,8 21,8 ± 0,8 2532,0 63,7 ± 1,4 

St2 1,7 27,1 ± 1,2 32,4 ± 1,2 2309,2 77,9 ± 2,1 

St3 2,5 22,5 ± 1,2 58.4± 2,2 1805,0 49,4 ± 1,2 

St4 6,4 17,6 ± 1,2 42,7 ± 1,9 669,4 52,1 ± 1,1 

St5 12,3 22,6 ± 0,9 62,4 ± 1,7 482,4 59,3 ± 1,4 

 St6 18,1 28,4± 0,9 63,1± 1,4 432,1 51,2± 1,2 

Полученные результаты показали, что исходная плотность клеточной суспензии Stevia rebaudiana 

Bertoni оказывала влияние на важные физиологические показатели. Наибольший прирост плотности 

наблюдался при использовании объема инокулюма в количестве 0,8–1,6×105 клеток/мл. При дальнейшем 

увеличении исходной плотности рост культуры, соответственно, замедлялся, при этом количество жи-

вых клеток в суспензии уменьшалось. Использование исходной плотности 2,5×105 клеток/мл и выше 

приводило также к снижению жизнеспособности популяции. Поэтому при росте на МS + Se рекоменду-

ется использование исходной плотности 0,8×105 клеток/мл, при которой наблюдался высокий прирост 
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плотности и жизнеспособность. Причем за две недели культивирования происходил почти 18-кратный 

прирост плотности, а жизнеспособность составила 79%. 

Это исследование позволило оптимизировать условия культивирования суспензионной культуры 

Stevia rebaudiana Bertoni. Оптимизированы параметры технологического процесса: состав питательной 

среды, начальная концентрация клеток и длительность пассажа. Это важно для дальнейших исследова-

ний и промышленного производства клеточной культуры Stevia rebaudiana Bertoni. 

Заключение 

Разработаны режимы получения и длительного культивирования клеточной суспензии с использова-

нием стевии Stevia rebaudiana Bertoni, обеспечивающие хороший рост, 79% жизнеспособность популя-

ции и 28-кратный прирост плотности. Предложено внесение 0,5 мг Se в состав питательной среды Му-

расиге – Скуга для получения рыхлой каллусной и суспензионной культуры Stevia rebaudiana Bertoni. 

Определены цитофизиологические характеристики популяции клеток в цикле выращивания суспензии 

и продолжительность основных фаз цикла выращивания. Показана возможность использования суспен-

зионной культуры Stevia rebaudiana Bertoni, выращенной на среде Мурасиге – Скуга + Se, для получения  

стевиозида. 

Вклад авторов: все авторы сделали эквивалентный вклад в подготовку публикации. Авторы заявляют об 

отсутствии конфликта интересов. 
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