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АННОТАЦИЯ

Грецкий орех (Juglans regia L.), растение, принадлежащее к роду Juglans из семейства Juglandaceae, родом из ре-
гиона, простирающегося от Балкан на восток до Гималаев. С давних времен грецкий орех широко используется как 
в народной, так и в традиционной медицине при различных заболеваниях и входит в число лекарственных растений, 
представляющих интерес из-за его богатого содержания антиоксидантов, таких как флавоноиды, фенольные кислоты, 
мелатонин, фолат, гамма-токоферол, селен и проантоцианидины в различных органах (ядра, скорлупа, корни и листья). 
Однако до настоящего времени практически не было исследований, посвященных тому, как грецкий орех может ре-
агировать на абиотические стрессы в культуре in vitro и какие преимущества может дать подобное исследование, по-
этому наша работа посвящена анализу антиоксидантной активности микроклонов побегов J. regia in vitro после воз-
действия низких положительных температур. Результаты данной работы показывают, что микроклоны Juglans regia, 
подвергшиеся холодовому стрессу, обладают большим антиоксидантным потенциалом чем микроклоны выращенные в 
более благоприятных температурных условиях. Показано также, что микроклоны грецкого ореха также представляют 
собой многообещающий источник биологически активных химических веществ и являются ценной моделью для из-
учения различных морфофизиологических и фитохимических процессов в растительных тканях 
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ВВЕДЕНИЕ

Грецкий орех (Juglans regia L.), растение, принадле-
жащее к роду Juglans из семейства Juglandaceae, является 
листопадным деревом родом из региона, простирающе-
гося от Балкан на восток до Гималаев и юго-западного Ки-
тая [1]. С давних времен грецкий орех широко использу-
ется как в народной, так и в традиционной медицине при 
различных заболеваниях и входит в число лекарственных 
растений, представляющих интерес [2–4] из-за его бога-
того содержания антиоксидантов, таких как флавоноиды, 
фенольные кислоты (особенно эллаговая кислота), мела-
тонин, фолат, гамма-токоферол (витамин E), селен, юглон 
и проантоцианидины [5] в различных органах (ядра, скор-
лупа, корни и листья). 

В настоящее время во всем мире растет интерес к из-
учению того, как растения реагируют на метаболомиче-
ском уровне на холодовой стресс [6–9]. Исследования 
показывают, что низкотемпературный стресс может эф-
фективно стимулировать производство и накопление вто-
ричных метаболитов как in vivo, так и in vitro [10–12]. 
Показано также, что микроклоны грецкого ореха также 
представляют собой многообещающий источник биоло-
гически активных химических веществ и являются цен-
ной моделью для изучения различных морфофизиоло-
гических и фитохимических процессов в растительных 
тканях [13,14], но исследования химического состава ми-
кропобегов J. regia остаются ограниченными. До насто-
ящего времени практически не было исследований, по-
священных тому, как грецкий орех может реагировать на 
абиотические стрессы в культуре in vitro и какие преиму-
щества может дать подобное исследование [15], поэтому 

наша работа посвящена анализу антиоксидантной актив-
ности микроклонов побегов J. regia in vitro после воздей-
ствия низких положительных температур.

В неблагоприятных условиях усиливается синтез вто-
ричных метаболитов, природных антиоксидантов, помо-
гающих растительному организму справиться со стрес-
совым напряжением. В настоящее время разработаны 
различные достаточно эффективные методы, позволяю-
щие косвенно определять АОА веществ, такие как: хе-
милюминесцентные, электрохимические, хроматогра-
фические и спектрофотометрические [16]. И решающее 
значение во многих современных биотехнологических 
исследованиях играет применение газовой хроматогра-
фии-масс-спектрометрии (ГХ-МС) для профилирования 
стресс-чувствительных метаболитов, которые помогают 
растениям адаптироваться к неблагоприятным усло-
виям [17–19]. Ввиду того, что достаточно дорогой метод 
ГХ-МС эффективен для определения только летучих сое-
динений, а растительные экстракты представлены широ-
ким кругом различных биологически активных веществ, 
одним из значимых показателей при определении анти-
оксидантной активности (АОА) может выступить инте-
гральный показатель антиоксидантной активности (ИАА). 
Но на сегодняшний день методики прямого определения 
интегральной антиоксидантной активности растительного 
материала отсутствуют. Среди имеющихся методик, метод 
кулонометрического титрования позволяет оценить об-
щую антиоксидантную активность объекта, а не концен-
трацию отдельных АО, информация о которых, как пра-
вило, недостаточна, поскольку не учитываются процессы 
взаимного окисления/восстановления и влияние матрицы 
исследуемого объекта. Этот метод считается наиболее эф-
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фективным за счет способности брома вступать в реакции 
радикальные, окислительно-восстановительные, электро-
фильного замещения и присоединения по кратным свя-
зям, охватывая всевозможные антиоксиданты в сырье и 
обладает рядом преимуществ: хорошая воспроизводи-
мость, высокая чувствительность, отсутствие длитель-
ной пробоподготовки. 

Поэтому цель данной работы − оценить воспроизводи-
мость кулонометрического метода для определения АОА 
экстрактов из микроклонов грецкого ореха, подвергну-
тых холодовому стрессу, сопоставить результаты метода 
с результатами, полученными ранее с помощью ГХ-МС и 
изучить ее зависимость от условий культивирования ми-
кроклонов [20]. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Объектом исследования является адаптированный для 
Алматинской обла-сти завезенный из Узбекистана сорт 
Идеал (Jugnalis regia Ideal), предоставленный частным 
крестьянским хозяйством Алматинской области, Енбек-
шиказахского района, номер сертификата SNJ326. Сорт 
Идеал − это низкорослое деревце, высотой не более 4-5 
метров, плоды большие, средняя масса 10 граммов, свет-
лое ядро, легко вынимается за счет тонкой скорлупы. 
Время созревания плодов сентябрь-октябрь месяц, выход 
плодов с одного дерева доходит до 120 кг, морозостой-
кая до -30 -35ºС, устойчив к хлорозу. В качестве исход-
ного материала для размножения in vitro были выбраны 
придаточные и пазушные почки одревесневших побегов 
Juglans regia L. В лаборатории генетики и репродукции 
лесных культур ИГФ был получен генетически однород-
ный материал микроклонов, культивировавшихся in vitro 
в течение 1 месяца, и передан для наших исследований.

Для эксперимента были отобраны листья и стебли мо-
лодых микроклонов грецкого ореха (Juglans regia effigia) 
и разделены на две группы: контрольную и опытную. 
Образцы Juglans regia effigia опфтной группы были под-
вергнуты обработке холодовым стрессомв холодильной 
камере с освещением при низкой положительной темпе-
ратуре (4-6○С) в течение 72 часов. 

Количественный анализ метаболитов проводился ме-
тодом проводился с использованием газовой хроматогра-
фии в сочетании с масс-спектрометрическим (ГХ-МС) 
обнаружением (Agilent 7890A/5975C, Санта-Клара, Кали-
форния, США). Образцы растительной ткани изначально 
сохранялись в 96% этаноле, используя соотношение 100 
г ткани на 500 мл этанола. Процесс экстракции включал 
два этапа по 72 часа каждый на орбитальном шейкере, с 
использованием того же растворителя, пока растворитель 
не становился прозрачным и бесцветным. Для анализа 0,7 
мкл каждого образца вводили в систему ГХ-МС при тем-
пературе ввода 310 °C, без разделения потока. Для обе-
спечения надежности каждый образец подвергался одно-
кратному вводу, и в общей сложности обрабатывалось три 
технических повтора. Разделение соединений достигалось 
с использованием капиллярной хроматографической ко-
лонки DB-17MS (Agilent Technologies, Санта-Клара, Ка-
лифорния, США) (длина 60 м, внутренний диаметр 0,25 
мм и толщина пленки 0,25 мкм) с гелием в качестве га-
за-носителя при постоянной скорости потока 1 мл мин−1. 

Температурная программа начиналась с 50 °C (без вре-
мени выдержки) и увеличивалась до 300 °C со скоростью 
5 °C мин−1 (без времени выдержки), затем следовало по-
вышение до 300 °C со скоростью 5 °C мин−1 (с временем 
выдержки 10 мин). Детектирование выполнялось в SCAN 
m/z 34-800. Система ГХ управлялась с помощью про-
граммного обеспечения Agilent MSD ChemStation (версия 
1701EA, Agilent Technologies, Санта-Клара, Калифорния, 
США) для управления системой, записи и обработки ре-
зультатов. Анализ данных включал определение времени 
удерживания, площадей пиков и анализ спектральной ин-
формации с детектора МС. Интерпретация масс-спектров 
использовала библиотеки Wiley 7th edition и NIST’11, ко-
торые содержат более 550 000 спектров.

Для оценки интегральной антиоксидантной активно-
сти (ИАА) экстрактов Juglans regia effigia было использо-
вано кулонометрическое титрование электрогенерирован-
ным бромом. Навеску (10 г) листьев ореха из обоих групп 
помещали в круглодонную колбу и добавляли раствори-
тель (200 мл). Кипятили в колбе на водяной бане в тече-
ние 15 мин и настаивали 30 мин и 60 мин.

Электрогенерацию брома осуществляли на кулономе-
тре «ЭКСПЕРТ – 006» кулонометрическим титрованием 
с использованием электрогенерированных галогенов. при 
постоянной силе тока 50 мА из водных растворов 0,2 М 
KBr в 0,1 M H2SO4 с определением конца титрования воль-
тамперометрической индикацией с двумя поляризован-
ными электродами из инертного металла. Электроды раз-
мещались в катодной и анодной камерах, отделенных друг 
от друга полупроницаемой перегородкой [21].

Проводили предэлектролиз фонового раствора, для 
удаления посторонних восстановителей, в течение 5 -7 с. 
После того как на аноде генерируются радикалы брома, 
вводили аликвоту исследуемого экстракта (2 мл) и титро-
вали электрогенерированным раствором брома до рез-
кого увеличения тока в индикаторной цепи [20]. Антиок-
сидантную активность (АОА) сухого экстракта листьев 
ореха грецкого изучали методом, основанным на способ-
ности полиненасыщенных жирных кислот (ПНЖК) об-
разовывать под влиянием кислорода воздуха продукты 
перекисного окисления липидов (ПОЛ), которые в реак-
ции с тиобарбитуровой кислотой дают красное окраши-
вание. АОА оценивали в процентах по степени окраски 
по отношению к контролю. Препаратом сравнения слу-
жил дибунол [5].

При достижении измерительного потенциала прибор 
выдает значение антиоксидантной активности в пересчете 
на аскорбиновую кислоту, по которому калибруют прибор 
[21]. Рассчитывали количество антиоксидантов, реагиру-
ющих на радикалы брома в миллиграммах, содержащихся 
в 100 мл экстракта по формуле: M1 = M2V1/V2 где M2 – 
количество антиоксидантов в аликвоте, V1 — объем экс-
тракта, равное 100 мл; V2 — объем аликвоты, мл. По ре-
зультатам кулонометрического титрования полученных 
экстрактов рассчитывали величину интегральной анти-
оксидантной активности экстрактов ИАА экстрактов [20].

Все эксперименты проводились не менее, чем в трех-
кратных биологических и аналитических повторностях, 
чтобы обеспечить достоверность полученных данных.
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Обработку данных проводили с помощью программы 
«Statistica 10.0» в пакете программ MS Offis Excel 2010 
(Microsoft Corp., Редмонд, Вашингтон, округ Колумбия, 
США). Для анализа различных значений между образ-
цами использовали t-критерий Стьюдента при p<0,05 
(Statistica 12, StatSoft Inc., Талса, США). Атипичные 
значения, основанные на данных, были исключены из 
t-критерия данных. Рассчитывали стандартную ошибку 
выборочного среднего. Знаки плюс/минус в таблицах по-
казывают стандартную среднюю ошибку. На графиках 
показаны средние значения со стандартными планками 
ошибок. Различные буквы над столбцами диаграммы ука-
зывают на достоверность результатов при уровне значи-
мости 0,05. 

РЕЗУЛЬТАТЫ 

Неблагоприятные условия для растений, такие как экс-
тремальные температуры, засуха, тяжелые металлы, дефи-
цит питательных веществ и высокая соленость, нарушая 
обменные процессы, проницаемость мембран, вызывают 
окислительное повреждение клеток и тканей, генерируя 
высокие концентрации активных форм кислорода (ROS), 
которые могут вызывать окислительный стресс [22–24]. 
При холодовом стрессе организм активирует различные 
пути регуляции антиоксидантной системы для защиты от 
повреждений, вызванных повышенной выработкой сво-
бодных радикалов. Эти механизмы направлены на сни-
жение образования свободных радикалов, а также на ак-
тивацию эндогенной системы антиоксидантной защиты, 
состоящей как из ферментативных, так и из нефермента-
тивных компонентов [25,26]. Так, активные формы кисло-
рода, которые при стрессе образуются в результате сбоев 
электрон-транспортных цепей могут инициировать изме-
нение в стрессовых условиях уровня таких вторичных ме-
таболитов, как полисахариды, органические кислоты, ал-

калоиды, таннины, флавоноиды, и т.д., которые, к тому 
же, обладают выраженной противовоспалительной, им-
мунорегуляционной, антибактериальной, противовирус-
ной активностями [27–29] (рисунок 1). 

Органические кислоты и их производные жизненно 
важны для поддержания внутриклеточной осморегуляции, 
они оказывают сильное влияние на свойства мембран при 
стрессе, в частности, их текучесть [30,31]. Накопление по-
лисахаридов при стрессе может происходить за счëт при-
остановки их оттока в связи с ослаблением фотосинтеза 
[32,33]. Однако этот процесс можно связать и с контро-
лем стабилизации молекул липидов и белков, структуры 
мембран, нейтрализацией активных форм кислорода, а 
также участием углеводов в сигналинге и метаболических 
процессах в качестве источника энергии и предшествен-
ников синтеза других соединений-протекторов [34]. Ал-
калоиды участвуют в обеспечении баланса между распре-
делением и деградацией при производстве аминокислот 
[35]. Танины также могут быт вовлечены в ответ расте-
ний на низкотемпературный стресс, изолируясь в вакуо-
лях и защищая другие компоненты растительной клетки 
и могут действовать в комбинации с фенольными соеди-
нениями, предотвращая образование активных форм кис-
лорода [36].

ОБСУЖДЕНИЕ

Но среди всех вторичных метаболитов именно фе-
нольные соединения играют фундаментальную роль в 
борьбе с окислительным стрессом. Фенольные соеди-
нения преимущественно синтезируются в таких клеточ-
ных структурах, как пластиды (хлоропласты и тиопла-
сты), эндоплазматический ретикулум и аппарат Гольджи 
[37,38], что подчеркивает клеточную инфраструктуру, 
поддерживающую их производство. Антиоксидантный 
антистрессовый эффект фенолов отвечает за стабилиза-

Примечание. буквы над столбцами обозначают значимые различия, статистически достоверные при p ≤ 0,05; 
n = 3 растения для всех вариантов

Рисунок 1. Содержание биологически активных соединений 
в микроклонах J. regia 
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цию мембраны клеток, фенолы препятствуют аутолизу 
митохондрий; участвуют в «гашении» свободных ради-
калов, наиболее характерной реакции перекисного окис-
ления липидов, оказывая цитозащитный эффект [39]. Из-
вестно, что эти соединения действуют как антиоксиданты 
не только из-за своей способности отдавать водород или 
электроны, но и потому, что они являются стабильными 
радикальными промежуточными продуктами. Антиок-
сидантная активность фенольных соединений во многом 
определяется количеством гидроксильных групп в аро-
матическом кольце [40–42]. В последние годы им уделя-
ется все большее внимание [43]. Однако, до сих пор очень 
мало известно и об образовании фенольных соединений 
на начальных этапах онтогенеза растений, в культуре in 
vitro, в том числе в условиях действия неблагоприятных 
факторов внешней среды [44,45].

Как следует из данных, представленных на рисунке 1, 
содержание таких фенольных соединений, как флавоно-
иды, под воздействием холодового стресса увеличились 
более, чем вдвое (рисунок 1).

Фенольные соединения также оказывают защит-
ное действие на людей, когда растения употребляются в 
пищу. Как правило, антиоксидантная способность фено-
лов в растительных экстрактах эффективна при низких 
концентрациях, а у людей она связана с профилактикой 
сердечно-сосудистых заболеваний и рака. Таким образом, 
исследования по определению антиоксидантной активно-
сти экстрактов различных видов растений могут способ-
ствовать установлению ценности этих видов как источ-
ника новых антиоксидантных соединений [23].

В работах Абдуллина [46] и Брайнина [47] предложено 
использовать для определения антиоксидантной способ-
ности электрогенерированные окислители: хлор, бром и 
йод. В целом, среди электрохимических методов, исполь-
зуемых для определения антиоксидантной активности ве-
ществ, чаще всего выбирают кулонометрический метод 
с помощью электрогенерированого брома [48]. Так как, 
электрохимическое окисление бромид-ионов на плати-
новом электроде в кислых средах может привести к обра-
зованию Br3—, Вг2, а также короткоживущих радикалов 
брома (ВгэлО, адсорбированных на поверхности плати-
нового электрода. Образующиеся при электроокислении 
соединения брома и сам бром легко вступают в радикаль-
ные и окислительно-восстановительные реакции, а также 
реакции электрофильного замещения и присоединения по 
кратным связям. 

Это позволяет тестировать широкий круг биологиче-
ски активных соединений различной структуры, обладаю-
щих антиоксидантными свойствами [20]. Значение бром-
ной антиоксидантной способности отражает суммарное 

содержание антиоксидантов в пищевых продуктах и экс-
трактах лекарственного растительного сырья.

Полученные нами результаты определения ИАА куло-
нометрическим методом с помощью электрогенерирова-
ного брома представлены в таблице 1.

На основании полученных данных, приведенных в та-
блице 1, можно утверждать, что антиоксидантная актив-
ность экстракта грецкого ореха, у экстракта растений экс-
периментальной группы достоверно, на 28% превышала 
контрольные значения после экстракции в течение 30 и 
на 18% после экстракции в течение 60 минут. 

Таким образом, полученные результаты свидетель-
ствуют, что наибольшей ИАА отличается экстракты ли-
стьев грецкого ореха, подвергшегося холодовому стрессу, 
что хорошо согласуется с данными, утверждающими, что 
при стрессовом воздействии интенсивность выработки 
антиоксидантов в растениях увеличивается. Эти резуль-
таты позволяют нам прийти к выводу что использование 
экстракта листьев грецкого ореха, испытанное холодовым 
стрессом, дает максимальное увеличение антиоксидант-
ных свойств и холодовой стресс следует учитывать, как 
стимулирующий фактор синтеза ценных метаболитов-ан-
тиоксидантов для фармакологических целей.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В работе исследована интегральная антиоксидантная 
активность экстрактов грецкого ореха с помощью элек-
трохимического детектирования и ее зависимость от 
стрессового условия произрастания, в виде экстремально 
низких положительных температур (4-6○С).

Установлено, что антиоксидантная активность экс-
тракта микроклонов грецкого ореха, выращенного при 
стрессовой низкой температуре, превышает соответству-
ющее значение для тех же растений выращенных при ком-
натной температуре. С увеличением времени настаивания 
АОА экстрактов в обеих группах возрастает, но разница 
между экстрактами группы опыта и контроля больше при 
настаивании 30 минут. Показано, что кулонометрическое 
титрование с помощью электрогенерированого брома яв-
ляется хорошо воспроизводимым методом определения 
антиоксидантной активности растительного материала.

Результаты данной работы показывают, что микро-
клоны Juglans regia effigia, подвергшиеся холодовому 
стрессу, обладают большим антиоксидантным потенци-
алом чем микроклоны выращенные в более благоприят-
ных температурных условиях.

ФИНАНСИРОВАНИЕ

Работа выполнена в рамках программно-целевого фи-
Таблица 1. Интегральная антиоксидантная активность экстрактов грецкого ореха.

Экстракты ИАА (мг/100мл)
Контроль (30 минут) 47,33 ± 3,57
Опыт (30 минут) 60,74 ± 4,45*
Контроль ( 60 минут) 95,91 ± 5,02
Опыт (60 минут) 112,83 ± 6,15*
Примечание: знак* показывает достоверность различий опытного варианта от контрольного при p ≤ 0,05, n=9
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шего образования BR 21882180 «Разработка программы 
сохранения и развития ресурсной базы перспективных 
для медицины и ветеринарии растений Казахстана в ус-
ловиях изменяющегося климата». Научный руководитель 
– к.б.н., профессор Н.В.Терлецкая.
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ABSTRACT

Walnut (Juglans regia L.), a plant belonging to the genus Juglans of the family Juglandaceae, native to the region extending 
from the Balkans east to the Himalayas. Since ancient times, walnut has been widely used in both folk and traditional medicine 
for various diseases and is among the medicinal plants of interest due to its rich content of antioxidants such as flavonoids, 
phenolic acids, melatonin, folate, gamma-tocopherol, selenium and proanthocyanidins in various organs (kernels, shells, roots 
and leaves). However, until now there have been virtually no studies on how walnut can respond to abiotic stresses in vitro 
culture and what benefits such a study can provide, so our work is devoted to the analysis of the antioxidant activity of J. 
regia shoot microclones in vitro after exposure to low positive temperatures. The results of this work show that Juglans regia 
effigia microclones subjected to cold stress have greater antioxidant potential than microclones grown under more favorable 
temperature conditions.

Key words: microclones, in vitro, antioxidant, temperature, stress, adaptation
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ТҮЙІН

Жаңғақ (Juglans regia L.), Juglandaceae туысының Juglans тұқымдасына жататын өсімдік, Балқанның шығысынан 
Гималайға дейінгі аймақтарда кең таралған. Грек жаңғағы ежелден халықтық және дәстүрлі медицинада әртүрлі ау-
руларды емдеуде кеңінен қолданылады және құрамында флавоноидтар, фенол қышқылдары, мелатонин, фолий, гам-
ма-токоферол, селен және проантоцианидиндер сияқты әртүрлі мүшелерде (тамырларда, жапырақтарда) антиокси-
данттарға бай болғандықтан қызығушылық танытатын дәрілік өсімдіктердің қатарына жатады. Дегенмен, осы уақытқа 
дейін грек жаңғағының абиотикалық күйзелістерге in vitro дақылында қалай жауап бере алатыны және мұндай зерт-
теу қандай артықшылықтар бере алатыны туралы зерттеулер іс жүзінде болған жоқ, сондықтан біздің жұмысымыз J. 
regia өсінділерінің микроклондарының антиоксиданттық белсенділігін талдауға арналған in vitro жағдайында төмен 
оң температураның әсерінен кейінгі жағдайды бақылайды. Бұл жұмыстың нәтижелері суық стресске ұшыраған Juglans 
regia микроклондарының қолайлы температура жағдайында өсірілген микроклондарға қарағанда антиоксиданттық 
әлеуеті жоғары екенін көрсетеді. Сондай-ақ, грек жаңғағының микроклондары биологиялық белсенді химиялық зат-
тардың перспективті көзі болып табылатыны және өсімдік ұлпаларындағы әртүрлі морфофизиологиялық және фито-
химиялық процестерді зерттеу үшін құнды үлгі болып табылатыны дәлелденді.

Кілтті сөздер: микроклондар, in vitro, антиоксиданттылық, температура, стресс, бейімделушілік.
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