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ВЛИЯНИЕ  LED-ОСВЕЩЕНИЯ  РАЗЛИЧНОГО  СПЕКТРАЛЬНОГО  
СОСТАВА  НА  РОСТ  И  БИОСИНТЕЗ  АЛКАЛОИДОВ  
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Показаны изменения ростовых параметров, содержания хлорофилла, каталазной и пероксидазной активности, 
а также активности триптофан декарбоксилазы, ключевого фермента биосинтеза фармакологически ценных ин-
дольных алкалоидов, и эндогенного уровня протоалкалоида триптамина в каллусе Vinca minor под действием све-
та различного спектрального состава. Установлена максимальная стимуляция LED-освещением с преобладанием 
зеленого света в спектре накопления сухого вещества и активности триптофан декарбоксилазы. 
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Changes in growth parameters, the chlorophyll content, catalase and peroxidase activity, as well as the activity of tryp-
tophan decarboxylase, a key enzyme of pharmacologically valuable indole alkaloid biosynthesis and endogenous level of 
protoalkaloid tryptamine under the influence of light with different spectral composition are shown. Maximal stimulation 
by LED-illumination with a predominance of green light in the accumulation of dry matter and activity of tryptophan 
decarboxylase are established.
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Введение
Использование светоизлучающих диодов (LED) является инновационным подходом, имеющим боль-

шие перспективы в создании и оптимизации систем освещения для точного управления физиологиче-
скими процессами растений и продукцией ценных вторичных метаболитов in vivo и in vitro. Свет – один 
из наиболее важных факторов окружающей среды, который используется растениями и как уникальный 
источник энергии в процессах фотосинтеза, и как источник информации, оказывающий непосредствен-
ное воздействие на рост и  развитие. Благодаря фоторецепторам растения способны оценивать длину 
волны, интенсивность, направление, а  также продолжительность действия света и  трансформировать 
полученную информацию в  системах фотоморфогенетической регуляции  [1]. Поэтому варьирование 
и оптимизация параметров освещенности могут позволить контролировать рост и развитие растений, 
культивируемых in vitro, баланс между скоростью роста, накоплением биомассы, первичных и вторичных 
метаболитов в клеточных культурах [1; 2]. 

Светодиоды могут излучать свет практически любой длины волны в  диапазоне физиологически 
активной радиации. При этом узкий диапазон длин волн излучения позволяет создавать, используя 
определенные LED-композиции, спектры, оптимальные для конкретного вида и типа культивируемых 
in vitro клеток, а также регулировать плотность потока фотонов (ППФ) и продолжительность излучения 
в пределах каждой спектральной составляющей на определенной фазе роста с учетом целей и задач 
культивирования. Следует также отметить, что изучение регуляции ростовых процессов и биосинтеза 
фармакологически ценных вторичных метаболитов в культурах клеток и тканей с помощью различных 
режимов LED-излучения является одним из перспективных направлений исследований. 

Барвинок малый (Vinca  minor  L.)  – фармакологически ценное растение, синтезирующее более 
45  терпеновых индольных алкалоидов  (ТИА)  [3–5]. Лекарственные средства, содержащие сумму 
ТИА V. minor, применяют при артериальной гипертензии, цереброваскулярной недостаточности, не-
врогенной тахикардии, головокружении, снижении памяти и способности к концентрации внимания 
у пациентов пожилого возраста, атеросклерозе сосудов головного мозга, диабетической ангиопатии, 
последствиях нарушения мозгового кровообращения и т. д. [6; 7]. Для V. minor характерен европейско-
средиземноморский тип ареала, а на территории Беларуси растение является интродуцентом и в ка
честве лекарственного сырья не заготавливается [8]. Поэтому альтернативным источником ТИА бар-
винка малого могут служить клетки, культивируемые in vitro. Однако применение технологии in vitro 
часто не позволяет получить достаточный уровень биосинтеза фармакологически активных метабо-
литов, необходимый для экономически целесообразного использования в  производстве  [9–11]. Де-
дифференцированные клетки накапливают, как правило, незначительное по сравнению с интактным 
растением количество вторичных метаболитов. Поэтому на первом плане  – разработка технологий 
культивирования клеток и тканей растений, обеспечивающих их максимальную продуктивность. Од-
ним из наиболее очевидных современных подходов для решения этой проблемы является использова-
ние LED-освещения [9–12].

Число проведенных в  мире к  настоящему времени исследований, посвященных влиянию све-
та различного спектрального состава на культуры in vitro, крайне ограниченно. В основном опуб
ликованы результаты сравнительного анализа ростовых и  биосинтетических процессов в  клетках 
гетеротрофных и  фотомиксотрофных (на белом свету с  использованием люминесцентных ламп) 
культур [9 –12]. При этом разными группами авторов получены весьма противоречивые данные при 
исследовании влияния света на синтез ТИА. Так, показано, что свет стимулирует синтез отдельных 
алкалоидов, например серпентина в каллусной культуре C. roseus [12]. Однако другими исследова-
телями установлено, что в  гетеротрофной культуре C.  roseus биосинтез серпентина интенсивнее, 
чем в фотомиксотрофной  [13]. Согласно результатам исследований еще одной группы длительная 
экспозиция на свету суспензионной культуры C. roseus приводит к существенному повышению со-
держания как серпентина, так и  аймалицина  [14]. В  других работах определено, что содержание 
аймалицина в каллусной культуре под воздействием освещения, наоборот, снижается [15], а облуче-
ние каллусной культуры светом в синей (450 нм) или красной (670 нм) областях спектра не влияет на 
биосинтез аймалицина и серпентина [16].

Исследований воздействия LED-освещения различного спектрального состава на рост и биосинтез 
алкалоидов в каллусных культурах V. minor не проводилось вовсе. 

Цель данной работы – оценка влияния различных режимов LED-освещения на ростовые и биохими-
ческие параметры каллуса Vinca minor, в том числе на активность триптофан декарбоксилазы (ТДК), 
ключевого фермента биосинтеза фармакологически ценных ТИА, и на эндогенный уровень протоалка-
лоида триптамина.
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Материалы и методы исследования
Объектом исследования являлась каллусная культура Vinca minor L. Гетеротрофный каллус выра-

щивали в  темноте на агаризованной среде Мурасиге  –  Скуга  [17], содержащей 30  г/л  сахарозы, по 
1 мг/л нафтилуксусной кислоты и кинетина, 8 г/л агара. Пересадку осуществляли каждые 30 сут. Фото-
миксотрофный каллус – на среде того же состава при люминесцентном освещении (контроль) и LED-
освещении различного спектрального состава и интенсивности с фотопериодом 16/8 ч (свет/темнота). 

Были использованы четыре специализированные системы LED-освещения (производства УНПП 
«Актагор-пром»). Для организации освещения применяли излучение всех длин волн видимого све-
та (400 –750 нм) с варьируемым соотношением квантов синего, зеленого, красного и дальнего крас-
ного спектральных диапазонов. Спектральные характеристики LED-освещения (варианты LED 1, 
LED 2, LED 3, LED 4) представлены на рис. 1. ППФ при всех вариантах освещения составлял в среднем 
50 –55 мкмоль ⋅ м–2 ⋅ с–1. Спектральные характеристики светильников анализировали с использованием 
спектрорадиометра CAS140CT (Германия).

Для характеристики ростовых процессов рассчитывали индекс роста по формуле

I
m m
m
t=
− 0

0
,

где mt – масса каллуса в конце цикла выращивания (30-е сутки); m0 – начальная масса каллуса, г.
При определении сухой массы каллусную ткань сушили при 50 °С. 
Для расчета активности ферментов использовали каллус в лог-фазе (20 сут) ростового цикла. Актив-

ность ТДК и содержание триптамина находили по методу Сангван с соавторами [18]. Триптамин детек-
тировали с помощью спектрофлуориметра Varian Cary Eclipse (США) при длине волны возбуждения 
λ = 280 нм и эмиссии 340 нм. Содержание эндогенного триптамина определяли по соответствующей 
калибровочной кривой.

Каталазную и пероксидазную активности определяли спектрофотометрически с небольшими изме-
нениями согласно [19; 20] с использованием спектрофотометра СФ-2000 (Россия).

Эксперименты проводили в  4 –5-кратной повторности. Для статистического анализа полученных 
результатов применяли стандартные методы вариационной статистики [21]. Данные на гистограммах 
и в таблицах представлены как среднее арифметическое и ошибка средней величины. Различия между 
средними показателями оценивали при уровне значимости р не более 0,05. 

Результаты и их обсуждение
Высокая фотосинтетическая эффективность света в  сочетании с  высоким КПД, характерная для 

красных светодиодов, стимулировала многих исследователей использовать именно эти светодиоды 
для создания оптимального освещения [22]. Однако во многих случаях длительное воздействие толь-
ко красного света приводило к снижению фотосинтетической активности. Более эффективным оказа-
лось сочетание красного и синего диапазонов, такой подход существенно увеличивал квантовый выход 
фотосинтеза [22]. Поэтому продолжительное время считали, что для выращивания растений необходим 
и достаточен свет, получаемый комбинированием монохромных (красных и синих) LED-источников 
излучения, соответствующих максимумам поглощения хлорофилла, и большая часть работ была посвя-
щена изучению влияния монохроматического фотосинтетически значимого освещения в красной или 
синей областях спектра либо их композициям [22]. Однако рост и развитие растений обеспечиваются 
совокупностью не только фотосинтетических, но и многих других светозависимых, фотоморфогенети-
ческих процессов, регулируемых светом различных спектральных диапазонов, а также соотношением 
между ними [1; 2; 22]. 

В настоящей работе использовали LED-источники освещения, излучающие свет всех спектральных 
диапазонов видимого света (400 – 800 нм) с различным соотношением между ними (см. рис. 1). Анализ 
спектральных характеристик данных LED-излучателей позволил выявить некоторые закономерности 
(табл. 1). Уровень ППФ в диапазоне 400 – 499 нм (фиолетово-синий) был приблизительно одинаковым 
для люминесцентного освещения (вариант ЛЛ) и всех вариантов LED-освещения и составлял 21–26 % 
от всего светового потока, а в зелено-желтой области (500 –599 нм) – 17; 9; 11; 18 и 45 % для вариантов 
ЛЛ, LED 1, LED 2, LED 3 и LED 4 соответственно. В оранжево-красном диапазоне спектра (600 – 699 нм) 
уровень ППФ был достаточно высоким: 52; 65; 60; 50 и 30 % для вариантов ЛЛ, LED 1, LED 2, LED 3 
и  LED 4 соответственно. Дальнего красного света (700 –750  нм) в  спектрах всех вариантов было 
в среднем 2–3 %. Наиболее близким к контрольному люминесцентному освещению по спектральным 
характеристикам был вариант LED 3. 



51

Клеточная биология и биотехнология растений
Plant Cell Biology and Biotechnology

Одной из наиболее существенных характеристик культур in vitro является интенсивность ростовых 
процессов. Свет – важный физический фактор (условия культивирования клеточных культур), варьиро-
вание и оптимизация параметров которого может позволить контролировать рост, а также баланс между 
ростовыми и биосинтетическими процессами [9 –11]. Индекс роста гетеротрофной каллусной культуры 
часто выше, чем индекс роста фотомиксотрофного каллуса. При этом на свету культуры обычно накапли-
вают больше сухого вещества. 

В нашем исследовании оценка индекса роста каллусных тканей V. minor к концу ростового цикла 
(30-е сутки) показала, что наиболее интенсивным накоплением сырой биомассы отличается гетеротроф-
ный каллус, а также фотомиксотрофный при освещении LED 1 и LED 2 с наименьшим уровнем ППФ 
в сине-зеленой области (400 –599 нм) (табл. 2). Для данных вариантов освещения (особенно для LED 1) 
было характерно превалирование красного света в спектре (600 ... 699 нм – 60 ... 63 %) по сравнению 
с другими спектральными диапазонами. Так, в варианте освещения LED 1 соотношения К/С, К/ДК, 
К/З, С/З (см. табл. 1) были максимальными среди используемых вариантов освещения и составляли 2,5; 
40,8; 7,2 и 2,9 соответственно. 

Рис. 1. Спектры специализированных систем LED-освещения для культивирования каллусных тканей
Fig. 1. Spectra of specialized LED lighting systems for the cultivation of callus tissues
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Т а б л и ц а  1
Спектральные характеристики специализированных систем  

LED-освещения для культивирования каллусных тканей
Ta b l e  1

Spectral characteristics of specialized  
LED lighting systems for the cultivation of callus tissues

Вариант
ППФ, %

К/С К/ДК К/З С/З
400 – 499 нм 500 –599 нм 600 – 699 нм 700 –799 нм

ЛЛ 26,50 16,80 51,61 2,92 1,95 17,8 3,1 1,6
LED 1 25,93 8,80 63,71 1,56 2,5 40,8 7,2 2,9
LED 2 26,77 11,12 59,90 2,20 2,2 27,2 5,4 2,4
LED 3 28,95 18,43 49,84 2,78 1,7 17,9 2,7 1,6
LED 4 21,35 44,92 30,12 3,61 1,4 8,3 0,7 0,5

П р и м е ч а н и е. К – красный свет (640 – 680 нм); С – синий свет (300 – 480 нм); ДК – дальний красный свет (700 –750 нм); 
З – зеленый свет (510 –565 нм).

Т а б л и ц а  2
Индекс роста, содержание сухого вещества  

и хлорофилла каллусных тканей V. minor при различных вариантах освещения
Ta b l e  2

Growth index, dry matter and chlorophyll content  
of V. minor callus tissues under different lighting options

Показатели Гетеротрофный  
каллус (темнота)

Фотомиксотрофный каллус
ЛЛ LED 1 LED 2 LED 3 LED 4

Индекс роста, отн. ед. 6,59 ± 0,52 4,54 ± 0,44 8,59 ± 0,56 7,63 ± 0,51 5,59 ± 0,37 5,89 ± 0,62
Содержание сухого 
вещества, % 4,35 ± 0,21 6,45 ± 0,62 4,22 ± 0,25 4,45 ± 0,31 6,45 ± 0,15 7,12 ± 0,56

Содержание хлорофилла, 
мкг/гсыр. в-ва

– 4,45 ± 0,32 4,92 ± 0,25 4,95 ± 0,31 4,15 ± 0,15 3,22 ± 0,26

Накопление сухого вещества каллусными тканями варьировало в среднем от 4,0 до 7,5 % и было 
максимальным при люминесцентном освещении и освещении вариантов LED 3 и LED 4. Важно отме-
тить, что именно эти варианты характеризовались максимальной интенсивностью света в сине-зеленом 
диапазоне длин волн, а соотношения К/З и С/З в их спектре были меньше единицы (см. табл. 1). Самый 
высокий уровень ксероморфности был характерен для каллусов при освещении варианта LED 4 с мак-
симальным содержанием зеленого света (см. табл. 2).

Известно, что интенсивность ростовых процессов во многом зависит от деления и растяжения кле-
ток. В ряде работ показано, что зеленый свет (550 нм), нарушая митотическую фазу клеточного цикла, 
уменьшает растяжение клеток растений [23; 24]. Таким образом, может формироваться ткань с мел-
кими клетками и  высоким уровнем ксероморфности, что, вероятно, и  происходило при освещении 
каллуса V. minor LED-излучателями варианта LED 4. С другой стороны, биологическая роль зеленого 
света обусловлена его необходимостью для жизнедеятельности затененных нижних ярусов фитоце
ноза, нижних листьев кроны растений и нижних слоев клеток листа, куда проникает свет, обедненный 
красным и синим и обогащенный зеленым и дальним красным светом [25; 26]. Для V. minor характерно 
существование в плотных наземных фитоценозах. Возможно, именно этим фактом обусловлены до-
статочно высокие эффекты освещения варианта LED 4 на уровень ростовых процессов и накопления 
сухого вещества каллусов V. minor. 

Образование хлорофилла в каллусах было в  среднем одинаковым при люминесцентном и  свето-
диодном (LED 1–3) вариантах освещения (см. табл. 2). При всех этих вариантах каллусы накапливали 
4 –5 мкг/гсыр. в-ва хлорофилла. Вероятно, уровень образования хлорофилла при данных вариантах осве-
щения определялся в большей степени суммарной интенсивностью света, чем его спектральным со-
ставом. Несколько ниже ((3,22 ± 0,26) мкг/гсыр. в-ва ) было содержание хлорофилла при варианте освеще-
ния LED 4 с повышенным содержанием зеленого света в спектре. Нужно отметить, что публикации об  



53

Клеточная биология и биотехнология растений
Plant Cell Biology and Biotechnology

участии зеленого света в регуляции ростовых и биосинтетических процессов каллусных культур практи-
чески отсутствуют. Незначительное число работ проведено с использованием проростков и растений и по-
казано, что зеленый свет, с одной стороны, ингибирует рост при длительном культивировании растений, 
с другой – на начальных этапах онтогенеза стимулирует деэтиоляцию проростков [23–25]. Также было 
показано, что на ранних фазах морфогенеза сочетание желтого и зеленого света ускоряло формирование 
мембранной системы пластид, а на более поздних – замедляло переход к гранальной системе хлороплас
та [26]. Также при длительной адаптации к зеленому свету у большого числа видов растений уменьшался 
уровень пигментов в единице площади листа, но увеличивался в единичном хлоропласте [27]. 

Характер активности антиоксидантных ферментов – каталазы и пероксидазы – в каллусных тканях 
V. minor при различных вариантах освещения менялся в зависимости от интенсивности света в красном 
и сине-зеленом диапазонах (рис. 2). При уменьшении в спектре освещения доли красного света, уве-
личении доли зеленого и, таким образом, снижении соотношений К/С, К/З, К/ДК и С/З в исследуемых 
каллусах возрастала каталазная активность (см. рис. 2, а). Для пероксидазной активности зависимость 
от спектрального состава освещения была не столь выражена (см. рис. 2, б ). В большей степени актив-
ность пероксидазы соответствовала содержанию сухого вещества (см. рис. 2, б, табл. 2). Известно, что, 
с одной стороны, в стрессовых условиях в растении увеличивается активность каталазы и пероксидазы, 
так как последние являются ферментами антиоксидантной системы, с другой – указанная активность 
часто коррелирует с интенсивностью фотосинтетических процессов, поскольку активация фотосинтеза 
связана с образованием активных форм кислорода [28]. 

Полученные данные свидетельствуют о том, что зеленый свет не лимитирует фотосинтетическую ак-
тивность и регулирует ростовые процессы и, таким образом, может быть использован в спектральном 
составе LED-источников освещения для культивирования каллусной ткани V.  minor. Однако главный 
вопрос заключался в следующем: насколько интенсивны процессы биосинтеза ТИА, фармакологически 
значимых вторичных метаболитов V. minor, в каллусной ткани при использовании LED-источников ос-
вещения. Для ответа на этот вопрос были определены активность ТДК, ключевого фермента биосинтеза 
ТИА, и уровень накопления триптамина (рис. 3). 

Биосинтез продуктов вторичного метаболизма, как правило, наиболее интенсивен в определенной 
стадии роста клеточной культуры, для каллуса V. minor – к концу лог-фазы ростового цикла [29]. По-
этому активность ТДК и содержание эндогенного триптамина в каллусной ткани определяли именно на 
этом этапе ростового цикла – на 20-е сутки культивирования. Наблюдаемая стимуляция светом актив-
ности ТДК (см. рис. 3, а) позволяет предположить участие фермента в реакциях и вторичного, и пер-
вичного метаболизма. ТДК может являться важным элементом первичного метаболизма, регулируя 
шикиматный путь биосинтеза и катаболизма L-триптофана. В данной работе максимальная активность 
фермента отмечена при освещении варианта LED 4. При других вариантах освещения уровень ТДК 
достоверно превышал контрольное значение (активность ТДК в гетеротрофном каллусе), но отличия 
между вариантами ЛЛ и LED 1–3 отсутствовали. 

В то же время было показано, что, хотя освещение и приводило к стимуляции накопления эндо-
генного триптамина, выраженного эффекта какого-либо из вариантов не было отмечено. Кроме того, 
эндогенный уровень содержания триптамина не соответствовал активности ТДК (см. рис. 3), т. е. при 

Рис. 2. Активность каталазы (а) и пероксидазы (б )  
в каллусных тканях V. minor при различных вариантах освещения

Fig. 2. Catalase (a) and peroxidase (b) activity  
in V. minor callus tissues under different illumination options
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максимальной активности ТДК (под влиянием варианта освещения LED 4 с повышенным содержанием 
зеленого света в спектре) повышения уровня эндогенного триптамина по сравнению с другими вариан-
тами освещения не наблюдалось. Не исключено, что это обусловлено включением триптамина в даль-
нейшую цепочку биосинтеза ТИА. Хорошо известно, что свет контролирует развитие хлоропластов, 
и, поскольку алкалоиды барвинка малого синтезируются в хлоропластсодержащих тканях, становится 
очевидной функциональная роль зеленого света в биосинтезе данных соединений в каллусных тканях.

Таким образом, исследование влияния спектрального состава LED-излучения на ростовые и био-
синтетические процессы каллусной культуры V. minor показало, что наиболее интенсивными процес-
сами накопления сырой биомассы отличаются каллусы при освещении с преобладанием красного света 
в спектре. Биосинтез и накопление хлорофилла в большей степени зависели от уровня ППФ, чем от 
спектрального состава используемых источников света. Было также установлено выраженное стимули-
рующее влияние зеленого света на образование сухого вещества и активность ТДК в каллусных тканях. 
Можно заключить, что зеленый свет представляется важным экзогенным фактором, регулирующим 
биосинтез ТИА барвинка малого, и, таким образом, ключевым компонентом спектрального состава ис-
точников света, используемых для организации LED-освещения при культивировании V. minor в куль-
туре in vitro.
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