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Аннотация.
Hyssopus officinalis L. – ценное лекарственное растение, экстракты которого обладают рядом биологически активных 
эффектов и перспективны для использования в различных отраслях промышленности. Актуальным является использование 
биотехнологических методов получения важных вторичных метаболитов, например с применением каллусных культур. 
Важным вопросом остается соответствие культур по качественному и количественному содержанию целевых веществ. 
Целью данного исследования являлась сравнительная оценка накопления вторичных метаболитов фенольной природы, 
антиоксидантной и антимикробной активности экстрактов трех каллусных культур, нативных растений, микрорастений 
in vitro и коммерческого препарата H. officinalis.
Экстракты исследуемых объектов были получены с использованием 70 % этанола. Содержание фенольных соединений, 
флавоноидов, гидроксикоричных кислот, танинов определяли по стандартным методикам. Определение содержания 
отдельных фенольных соединений проводили методом высокоэффективной жидкостной хроматографии. Антиоксидантную 
активность определяли с использованием трех методов (DPPH, FRAP и ABTS). Оценку антимикробной и фунгицидной 
активности проводили диско-диффузионным методом. 
Высокий индекс роста сырой биомассы каллусов (11,6 ± 1,4) наблюдали на среде Мурасиге-Скуга с добавлением 0,2 мг/л  
6-бензиламинопурина и 1 мг/л 2,4-Д (MS-6). Культура MS-6, по сравнению с остальными исследуемыми объектами, 
отличалась высоким содержанием фенольных соединений (35,5 ± 1,2 мг-экв. галловой кислоты/г сухой массы), гидро- 
ксикоричных кислот (82,5 ± 2,6 мг-экв. розмариновой кислоты/г сухой массы), танинов (49,6 ± 0,8 мг-экв. галловой 
кислоты/г сухой массы), розмариновой (20,25 ± 1,84 мг/г сухой массы) и кофейной (1,48 ± 0,08 мг/г сухой массы) кислот.  
Экстракты данной культуры показали значительную антиоксидантную активность согласно методу DPPH (127,8 ± 5,6 мг-экв.  
аскорбиновой кислоты/г сухой массы) и FRAP (15,9 ± 1,3 мг-экв. аскорбиновой кислоты/г сухой массы), а также слабую  
антибактериальную и фунгицидную активность при концентрации экстракта 2 мг/диск в отношении Bacillus subtilis 
(7,2 ± 0,2 мм), Candida albicans (7,0 ± 0,2 мм) и при концентрации экстракта 1 мг/диск (7,0 ± 0,3 мм) и 2 мг/диск (7,3 ± 0,1 мм)  
в отношении Escherichia coli.
Исследуемые экстракты каллусных культур H. officinalis и микрорастений in vitro в сравнении с экстрактом нативного  
растения показали наилучший выход вторичных метаболитов, что доказывает перспективность применения биотехноло- 
гического метода получения из клеточных культур ценных соединений. 

Ключевые слова. Каллус, фенольные соединения, флавоноиды, гидроксикоричные кислоты, танины, антиоксидантная 
активность, антимикробная активность
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Evaluating Secondary Metabolites and Antioxidant Activity 
of in vitro Callus and Micro-Plant Extracts  

of Hyssopus officinalis L.
Elena A. Popova* , Artem V. Pungin ,  

Anastasia P. Pantyukhina , Olesya V. Krol
Immanuel Kant Baltic Federal University , Kaliningrad, Russia

Abstract.
Hyssopus officinalis L. is a valuable medicinal plant. Its extracts have good commercial prospects as biologically active 
substances. Biotechnological production methods that yield valuable secondary metabolites often involve callus cultures, which 
differ in qualitative and quantitative content of target substances. This research compared phenolic secondary metabolites, 
antioxidants, and antimicrobial activities in extracts of three callus cultures in vitro, native plants, micro-plants and a commer- 
cial preparation of H. officinalis.
The extracts were obtained using 70% ethanol. The content of phenolic compounds, flavonoids, hydroxycinnamic acids, and 
tannins was determined by standard methods. The method of high-performance liquid chromatography revealed the content 
of individual phenolic compounds. The antioxidant activity tests relied on DPPH, FRAP, and ABTS. The antimicrobial and 
fungicidal activity was assessed by the disc-diffusion method.
The Murashige-Skoog medium with 0.2 mg/L 6-benzylaminopurine and 1 mg/L 2,4-dichlorophenoxyacetic acid demonstrated 
a high growth index of callus crude biomass (11.6 ± 1.4). The same culture was rich in phenolic compounds (35.5 ± 1.2 mg-eq.  
gallic acid/g solids), hydroxycinnamic acids (82.5 ± 2.6 mg-eq. rosmarinic acid/g solids), tannins (49.6 ± 0.8 mg-eq. gallic 
acid/g solids), rosmarinic acid (20.25 ± 1.84 mg/g solids), and caffeic acid (1.48 ± 0.08 mg/g solids). Its extracts showed signi- 
ficant antioxidant activity according to DPPH (127.8 ± 5.6 mg-eq. ascorbic acid/g solids) and FRAP (15.9 ± 1.3 mg-eq. ascorbic  
acid/g solids). However, they had a rather weak antibacterial and fungicidal activity against Bacillus subtilis (7.2 ± 0.2 mm) and 
Candida albicans (7.0 ± 0.2 mm) at a concentration of 2 mg/disk. The antibacterial and fungicidal activity against Escherichia 
coli was equally weak at 1 mg/disk (7.0 ± 0.3 mm) and 2 mg/disk (7.3 ± 0.1 mm), respectively.
The extracts of H. officinalis callus cultures and micro-plants in vitro produced the best yield of secondary metabolites compared 
to the native plant extract. Biotechnological methods proved effective in obtaining valuable compounds from cell cultures.
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Введение
Иссоп лекарственный (Hyssopus officinalis L.) – 

полукустарник, относящийся к семейству яснотковые 
(Lamiaceae Lindl.). Центр формирования H. officinalis 
связан с областью Древнего Средиземноморья и имеет  
достаточно обширный ареал [1]. H. officinalis исполь- 
зовали как лечебное и кулинарное растение. Данный 
вид является фармокопейным в таких странах как  
Франция, Португалия и Румыния [2]. Основными фи- 
токомпонентами H. officinalis являются флавоноиды 

(апигенин, диосмин, кверцентин, лютеолин и их про-
изводные), дубильные вещества, фенольные и гидрок-
сикоричные кислоты, эфирное масло [1, 3, 4]. Растение 
обладает антиоксидантным, антибактериальным, про-
тивовирусным, спазмолитическим, противовоспали-
тельным и цитотоксическим действием [2, 4, 5]. 

Все вышеперечисленное делает H. officinalis пер- 
спективным растением для получения важных биоло- 
гически активных веществ. Важно понимать, что их по- 
лучение из нативного растения имеет ряд ограничений, 
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таких как сезонность, ареал произрастания, требования  
к почвенным условиям и другие [6]. Поэтому биотех- 
нологические методы получения вторичных метабо-
литов из растений являются очень перспективными 
в дополнение к производству, осуществляемому клас- 
сическими методами растениеводства. Методы куль-
тивирования тканей растений, например каллусных 
культур, в некоторых случаях обеспечивают скорость  
производства вторичных метаболитов в более высо- 
ких количествах, исключая ингибирующее воздейс- 
твие факторов окружающей среды [7, 8]. 

Для успешной индукции каллуса очень важны 
такие факторы, как питательная среда, регуляторы 
роста, типы эксплантов и условия культивирования [9].  
В литературе имеются данные влияния типов экс-
плантов, регуляторов роста и элиситоров на индукцию 
образования каллусной культуры H. officinalis [10–13]. 
К настоящему моменту для получения каллуса в каче-
стве эксплантов использовали листья, гипокотили 
и корни трехнедельных проростков H. officinalis [10, 12]. 
Наибольшую способность к индукции каллуса пока- 
зали культивированные in vitro экспланты гипоко- 
тилей, за которыми следуют корни и листья [10]. 

Предыдущие исследования по влиянию регуляторов 
роста на каллусогенез H. officinalis показали, что наи- 
большая частота образования каллуса была получена 
на двух средах Мурасиге-Скуга (MS): содержащей  
2 мг/л 6-бензиламинопурина с добавлением 1 мг/л  
2,4-дихлорфеноксиуксусной кислоты (2,4-Д) и содер- 
жащей 2 мг/л 6-бензиламинопурина с добавлением 
1 или 2 мг/л α-нафтилуксусной кислоты [10, 11, 14]. 
В другом исследовании сообщалось, что оптимальной 
питательной средой для индукции каллусогенеза была 
среда MS с 1 мг/л индолил-3-масляной кислоты и  
среда с 0,5 мг/л α-нафтилуксусной кислоты, 0,1 мг/л  
кинетина и 1 мг/л 6-бензиламинопурина [12]. Были  
получены данные о значительном влиянии на кал- 
лусогенез эксплантатов листьев и черешков различ- 
ных концентраций нитропруссида натрия и 2,4-Д.  
Концентрации нитропруссида натрия 20 мкм инду-
цировали каллусогенез до 72 %, но в сочетании с кон- 
центрациями 2,4-Д каллогенез увеличивался до 100 %.  
В отсутствие нитропруссида натрия каллусы не обра- 
зовывались. Наблюдали значительное влияние 2,4-Д  
и нитропруссида натрия на увеличение массы све- 
жего каллуса [15].

Клеточные культуры H. officinalis, полученные из  
гипокотиля, продуцируют два стерола (β-ситостерол и  
стигмастерол) и несколько известных тритерпенов, 
например олеаноловую и урсоловую кислоты [13]. В  
нашем предыдущем исследовании была проведена 
оценка условий культивирования каллусных куль-
тур H. officinalis в отношении выхода полифеноль-
ных соединений [16]. Было обнаружено, что среда 
Мурасиге-Скуга, дополненная 2 мг/л кинетина в соче-
тании с 3 мг/л α-нафтилуксусной кислоты, приводила 
к наибольшему выходу вторичных метаболитов, в част-

ности флавоноидов и полифенольных соединений, 
повышению антиоксидантной активности экстрактов. 

При использовании методов культуры тканей рас-
тений с целью биосинтеза вторичных метаболитов, 
немаловажным является соответствие полученного 
продукта по качественному и количественному содер-
жанию биологически активных веществ, сопостави- 
мых с растительным сырьем, получаемым традицион- 
ным способом. Имеющиеся в литературе данные недо-
статочно раскрывают потенциал каллусных культур  
H. officinalis в продукции важных биологически актив-
ных веществ.

 Цель настоящего исследования заключалась в срав-
нительной оценке накопления вторичных метаболи- 
тов фенольной природы, антиоксидантной и анти-
микробной активности экстрактов трех каллусных 
культур, нативных растений, микрорастений in vitro и  
коммерческого растительного препарата H. officinalis.

Объекты и методы исследования
Для получения каллуса и культуры растений in vitro  

использовали асептические проростки Hyssopus of- 
ficinalis, которые были получены из семян фирмы 
«Гавриш» сорта «Лекарь». Для получения каллусных 
культур листовые экспланты помещали в чашки Петри  
на питательную среду Мурасиге-Скуга с добавлением 
сахарозы (в объеме 3 %) и агара (в объеме 0,7 %), pH  
питательной среды 5,6–5,8 [14]. Для индукции каллу-
согенеза и последующего культивирования исполь-
зовали три варианта модифицированной среды MS:  
MS-2 с добавлением 2 мг/л кинетина и 3 мг/л 1-наф- 
талинуксусной кислоты; MS-5 с добавлением 0,8 мг/л  
6-бензиламинопурина в сочетании с 1,5 мг/л 3-индо-
лилуксусной кислоты и 0,5 мг/л индолил-3-масляной 
кислоты; MS-6 с добавлением 0,2 мг/л 6-бензила- 
минопурина и 1 мг/л 2,4-дихлорфеноксиуксусной 
кислоты. Культивирование проводили в условиях 
термостата при 25 ºС в течение 4 недель. Субкуль- 
тивирование на свежую питательную среду осущес- 
твляли каждые 4 недели.  

Для изучения содержания биологически активных 
веществ в культурах растений in vitro асептические 
проростки H. officinalis помещали в емкость для куль-
тивирования растений Phytohealth (SPL Lifesciences, 
Naechon-Myeon, Республика Корея) на среду MS, до- 
полненную сахарозой (в объеме 3 % от количества 
питательной среды) и агаром (в объеме 0,7 % от коли-
чества питательной среды), без добавления регуля- 
торов роста, pH среды 5,6–5,8. Клональное микро-
размножение осуществляли методом черенкования 
придаточных побегов каждые 4 недели. Культуры 
выдерживали в комнате для выращивания при темпе-
ратуре 25 ± 2 °C с использованием 16-часового фотопе-
риода (белые светодиодные лампы; плотность потока 
фотосинтетических фотонов 160 мкмоль/м2·с).

Нативные растения H. officinalis сорта «Лекарь» 
выращивались в 2022–2023 гг. на экспериментальном 
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участке на территории ботанического сада Балтийского 
федерального университета имени Иммануила Канта 
(Калининград, Россия). Для эксперимента в период 
цветения (август 2023 г.) была собрана надземная 
часть двулетних растений (соцветия, листья и стебли). 

Коммерческий растительный препарат фиточай 
фирмы «Травы Горного Крыма», содержащий над-
земные части Hyssopus officinalis, выступал в нашем 
исследовании в качестве примера, как растительное 
сырье, получаемое традиционным способом.

Для оценки ростовых характеристик каллусных  
культур в условиях ламинар-бокса отбирали 0,250 г  
сырой биомассы каллусной культуры (с точностью 
до 0,001 г) и переносили на свежую питательную среду 
соответствующего состава (n = 5). Далее прирост сы- 
рой и сухой биомассы (с точностью до 0,001 г) изме- 
ряли каждые 5 дней на протяжении 50 дней. Для опре-
деления сухой биомассы каллусы сушили до посто-
янной массы при температуре 60 °С. Индекс роста 
рассчитывали как отношение разницы массы каллуса 
в начале и конце цикла выращивания к начальной 
массе каллуса [17]. 

Для приготовления экстрактов сухой растительный 
материал измельчали ​​до размера частиц менее 0,5 мм. 
Навеску растительного сырья массой 0,5 г мацериро-
вали в 45 мл 70 % раствора этанола при комнатной 
температуре в течение 24 ч. После экстракты центри-
фугировали в течение 30 мин при 3900 g на центри-
фуге Eppendorf 5810R. Далее супернатант переливали 
в мерную колбу на 50 мл и доводили объем 70 % эта- 
нолом до метки.

Общее содержание фенольных соединений опре-
деляли с помощью реактива Фолина-Чокалтеу [18]. 
Для этого к 100 мкл исследуемого экстракта добавляли 
300 мкл реактива Фолина-Чокалтеу, 3 мл 11,5 % рас- 
твора карбоната натрия, 2,6 мл дистиллированной воды 
и перемешивали. Спустя 20 мин измеряли поглощение  
растворов при длине волны 720 нм на спектрофото- 
метре UV-3600 (Shimadzu, Япония). В качестве раствора  
сравнения использовали дистиллированную воду. Гал- 
ловую кислоту использовали в качестве калибровочного 
стандарта. Общее содержание фенольных соединений 
определяли по градуировочному графику и выражали 

в мг – эквивалентах галловой кислоты на грамм сухой 
массы (мг-экв. галловой кислоты/г СМ) (табл. 1).

Суммарное содержание флавоноидов определяли 
на основе реакции комплексообразования с хлоридом 
аллюминия спектрофотометрическим методом [19]. 
С этой целью к 1 мл исследуемого экстракта добавляли 
2 мл 2 % раствора хлорида алюминия в 95 % этаноле, 
1 каплю разведенной уксусной кислоты и доводили 
объем раствора до 10 мл 95 % этанолом. Для каждого 
экстракта готовили раствор сравнения без добавления 
2 % раствора хлорида алюминия. Поглощение раство- 
ров измеряли по истечению 30 мин при 410 нм на спек-
трофотометре UV-3600 (Shimadzu, Япония). Рутин 
использовали в качестве калибровочного стандарта. 
Общее содержание флавоноидов определяли по градуи- 
ровочному графику и выражали в мг-экв. рутина на  
грамм сухой массы (мг-экв. рутина/г сухой массы) 
(табл. 1).

Общее содержание гидроксикоричных кислот про- 
водили с использованием реактива Арно [20, 21]. Для  
этого к 1 мл растительного экстракта добавляли 2 мл  
0,5 М HCl, 2 мл реагента Арно и 2 мл 8,5 % NaOH.  
Объем раствора доводили до 10 мл дистиллирован-
ной водой. Раствор сравнения готовился отдельно 
для каждого экстракта без добавления реактива Арно. 
Поглощение растворов измеряли при 505 нм на спек-
трофотометре UV-3600 (Shimadzu, Япония). Для постро- 
ения калибровочного графика использовали розма-
риновую кислоту. Суммарное содержание гидрок-
сикоричных кислот определяли по градуировочному 
графику и выражали в мг-экв. розмариновой кислоты 
на грамм сухой массы (мг-экв. розмариновой кислоты/г 
сухой массы) (табл. 1).

Суммарное содержание танинов определяли с ис- 
пользованием реакции образования окрашенного в си- 
ний цвет раствора берлинской лазури спектрофотоме-
трическим методом [22]. Определение проходило в два 
этапа. На первом этапе осуществляли определение сум-
марного содержания всех полифенолов. Для этой цели 
в колбы на 50 мл добавляли 25 мл бидистиллированной 
воды, 250 мкл растительного экстракта, 3 мл FeCl3, за- 
тем перемешивали. В качестве контроля использовали 
бидистиллированную воду. Через 3 мин добавляли  

Таблица 1. Градуировочные кривые уравнений стандартов фенольных соединений

Table 1. Calibration curves for phenolic compound standards

Метод исследования Стандарт Диапазон, мг/мл Уравнение R2

Содержание фенольных соединений галловая кислота 0,01–0,20 y = 1,293x + 0,004 0,999
Содержание флавоноидов рутин 0,01–0,15 y = 3,328x + 0,007 0,998
Содержание танинов галловая кислота 0,01–0,80 y = 2,9824x + 0,0093 0,996
Содержание гидроксикоричных кислот розмариновая кислота 0,01–0,40 y = 1,967x + 0,032 0,998
Антиоксидантная активность (DPPH) аскорбиновая кислота 0,01–0,15 y = 6,708x + 0,038 0,996
Антиоксидантная активность (ABTS) аскорбиновая кислота 0,001–0,075 y = 9,060x + 0,008 0,999
Антиоксидантная активность (FRAP) аскорбиновая кислота 0,01–0,15 y = 15,973x – 0,079 0,997
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3 мл раствора K3Fe(CN)6, перемешивали и через 10 мин  
снимали показания оптической плотности растворов  
на спектрофотометре UV-3600 (Shimadzu, Япония) 
при длине волны 720 нм. На втором этапе проводили  
определение остаточных полифенолов путем прове- 
дения осаждения танинов желатином и коалином. 
Для этого к 10 мл экстракта добавляли 5 мл раствора же- 
латина (1 % раствор желатина в 10 % растворе NaCl), 
2 г каолина, перемешивали в течение 5 мин. Далее смесь 
отфильтровали, а с фильтратом проводили те же мани-
пуляции, описанные для первого этапа. Суммарное 
содержание танинов определяли как разность между 
суммарным содержанием полифенолов и остаточным 
содержанием полифенолов. Для построения каллиб- 
ровочного графика в качестве стандарта использо-
вали галловую кислоту. Общее содержание танинов 
определяли по градуировочному графику и выражали 
в мг-экв. галловой кислоты на грамм сухой массы 
(мг-экв. галловой кислоты/г сухой массы) (табл. 1).

Для определения содержания отдельных фенольных 
соединений в экстрактах использовали методы высо-
коэффективной жидкостной хроматографии [23, 24]. 
Экстракты, приготовленные как описано выше, фильтро-
вали и концентрировали на вакуумном центробежном 
испарителе Concentrator plus (Eppendorf, Германия). По- 
лученное сухое вещество растворяли в 10 % растворе 
метанола. Новый экстракт 20 мин центрифугировали 
(4500×g) и надосадочную жидкость фильтровали через 
шприцевой фильтр (0,22 мкм). Анализ проводили на хро-
матографе Shimadzu LC-20 Prominence с диодно-матрич- 
ным детектором Shimadzu SPD20MA и колонкой Phe- 
nomenex Luna (C18 250×4,6 мм, 5 мкм). Подвижная 
фаза представляла собой смесь растворителей вода/
трифторуксусная кислота 99,9/0,1 (растворитель А) и  
ацетонитрил (растворитель Б). Для разделения веществ 
использовали градиентный режим, скорость потока 
1,0 мл/мин, температуру колонки 40 °С и объем пробы 
10 мкл. Детектирование осуществляли в диапазоне длин  
волн 180–900 нм. Идентификацию соединений прово- 
дили в программе LabSolutions путем сравнения вре-
мен удерживания пиков и УФ-спектров, полученных 
на хроматограммах, с соответствующими параметрами  
хроматографически чистых стандартов образцов. Коли- 
чественный анализ изученных флавоноидов проводили 
по градуировочным графикам, построенным в диа-
пазоне концентраций 10–100 мкг/мл. Использовали 
следующие стандарты Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich 
Rus, Москва, Россия): кофейная кислота, кафтаровая 
кислота, цикориевая кислота, розмариновая кислота, 
7-О-глюкозид апигенина и 7-О-глюкозид лютеолина.

Антиоксидантную активность оценивали по ме- 
тоду DPPH (2,2-дифенил-1-пикрилгидразил), FRAP 
(Fe(III)-2,4,6-три(2-пиридил)-s-триазин комплекс) и  
ABTS (2,2’-азино-бис-(3-этилбензтиозолин-6-суль-
фокислоты)) [23]. В качестве стандарта использовали 
растворы аскорбиновой кислоты известной концентра-
ции (табл. 1). Результаты анализа выражаются в мг-экв. 

аскорбиновой кислоты на грамм сухой массы (мг-экв. 
аскорбиновой кислоты/г сухой массы). 

Для анализа методом DPPH брали 10, 20, 30 мкл 
экстракта и добавляли 2,85 мл раствора DPPH. Объем 
доводили до 3,10 мл этиловым спиртом. В качестве рас-
твора сравнения вместо экстракта использовали смесь, 
содержащую раствор DPPH и 70 % этанол. Растворы 
оставляли на 60 мин в темном месте. После чего изме-
ряли снижение поглощения при 515 нм на спектрофо-
тометре UV-3600 (Shimadzu, Япония). 

При определении антиоксидантной активности 
ABTS предварительно готовили раствор радикала 
ABTS. Радикал ABTS получали путем смешивания 
аликвот 7,0 мМ раствора ABTS и 2,45 мМ раствора пер- 
сульфата калия. Полученный раствор выдерживали 
в течение 16 ч в темноте при комнатной температуре. 
Для проведения реакции в каждую лунку микроплан-
шета добавляли 300 мкл приготовленного раствора 
катионного радикала ABTS и 20 мкл экстракта или 
стандарта. Полученную смесь инкубировали в тече- 
ние 15 мин при 37 °C в темноте и измеряли оптическое 
поглощение при длине волны 734 нм (CLARIOstar, 
BMG Labtech, Германия).

Для определения восстановительной способно-
сти экстрактов использовали свежеприготовленный 
реагент FRAP. Реагент FRAP получали путем сме-
шивания 10 частей 0,3 М ацетатного буфера (рН 3,6), 
1 части 10 мМ раствора 2,4,6-трипиридил-s-триазина 
в 40 мМ HCl и 1 части 20 мМ водного раствора хло-
рида железа FeCl3·6H2O. Для проведения реакции в 
каждую лунку микропланшета добавляли 300 мкл реа-
гента FRAP и 20 мл исследуемого экстракта или стан-
дартного раствора. Полученную смесь выдерживали 
в течение 10 мин при 37 °С в темноте; оптическое погло-
щение измеряли при длине волны 593 нм (CLARIOstar, 
BMG Labtech, Германия).

Оценку антимикробной и фунгицидной активно-
сти проводили диско-диффузионным методом [25]. 
Для тестирования растительных экстрактов исполь-
зовали бактерии вида Bacillus subtilis, Escherichia 
coli, а также грибок Candida albicans. Для культиви-
рования микроорганизмов была приготовлена среда  
Луриа-Бертани [26]. Питательная среда готовилась  
в дистиллированной воде и автоклавировалась при  
121 ºС в течение 20 мин. Диски получали с исполь- 
зованием дырокола и фильтровальной бумаги, сте- 
рилизовали путем автоклавирования при 121 °C в  
течение 20 мин. Затем их пропитывали исследуемыми  
экстрактами. Экстракты тестируемых образцов филь-
тровали и сушили, а полученное сухое вещество рас- 
творяли в 10 % растворе диметилсульфоксида. Для  
каждого экстракта были подготовлены диски с конеч- 
ной концентрацией 0,25, 0,5, 1 и 2 мг/диск. В качес- 
тве положительного контроля использовали стан-
дартные диски с антибиотиком (канамицин), в каче-
стве отрицательного контроля – диск, пропитанный  
10 % раствором диметилсульфоксида. Подготовленная 
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суспензия микроорганизмов с оптической плотностью 
0,5 по стандарту McFarland равномерно распределя- 
лась по поверхности среды с помощью стерильного 
шпателя Дригальского [25]. Через 15 мин после иноку- 
ляции на поверхность питательной среды нанесли ра- 
нее подготовленные диски. Через 15 мин чашки Петри 
помещали в термостат кверху дном и инкубировали 
при температуре 35 °С в течение 6 ч. После оконча-
ния инкубации проводили измерение зон подавления 
роста вокруг дисков. 

Статистическую обработку полученных экспери- 
ментальных данных проводили с использованием прог- 
раммы IBM SPSS Statistics 23. Для проверки на нормаль- 
ность распределения выборок использовали критерий  
Шапиро-Уилка. Для сравнения средних значений в 
выборках и оценки значимости различий использовали  
однофакторный дисперсионный анализ (ANOVA) с  
апостериорным критерием Тьюки HSD (р ≤ 0,05). Ста- 
тистические результаты представлены в виде среднего  
значения ± стандартного отклонения. Для оценки кор-
реляции количественных признаков использовали коэф- 
фициент корреляции Пирсона (p ≤ 0,05).

Результаты и их обсуждение
На модифицированной среде MS были получены 

три каллусные культуры, инициированные из листовых 
эксплантов Hyssopus officinalis сорта «Лекарь»: MS-2  
c добавлением 2 мг/л кинетина и 3 мг/л α-нафтилуксус- 
ной кислоты (рис. 1a); MS-5 с добавлением 0,8 мг/л  
6-бензиламинопурина в сочетании с 1,5 мг/л 3-индо-
лилуксусной кислоты и 0,5 мг/л индолил-3-масляной 
кислоты (рис. 1b); MS-6 с добавлением 0,2 мг/л 6-бен-
зиламинопурина и 1 мг/л 2,4-Д (рис. 1c). Каллус, куль- 
тивируемый на питательной среде MS-2 и MS-6  имел 
зеленовато-белый цвет и рыхлую консистенцию. Кал- 
лус на среде MS-5 был коричнево-зеленого цвета и  
имел рыхлую консистенцию. Геммогенез и ризогенез 
отсутствовали на всех трех каллусных культурах.

На основе индекса роста сырой и сухой биомассы  
были построены кривые роста каллусных культур 
H. officinalis (рис. 2). Максимальный индекс роста сы- 
рой биомассы (11,6 ± 1,4) на среде MS-6 c добавлением 
0,2 мл/л 6-бензиламинопурина в сочетании с 1 мл/л  
2,4-Д наблюдали на 35 день. На среде MS-5 с добав- 
лением 0,8 мл/л 6-бензиламинопурина в сочетании 
с 1,5 мл/л 3-индолилуксусной кислоты и 0,5 мл/л  
индолил-3-масляной кислоты максимальный индекс 
сырой биомассы (10,1 ± 1,1) наблюдали на 40 день  
(рис. 2а). 

Максимальный индекс роста сухой биомассы ис- 
следуемых каллусных культур (10,6 ± 1,0) зафикси- 
ровали на 40 день на среде MS-2 c добавлением 2 мл/л  
кинетина в сочетании с 3 мл/л α-нафтилуксусной кис- 
лоты. Для каллусных культур, культивируемых на  
среде MS-6 с добавлением 0,2 мл/л 6-бензиламино- 
пурина в сочетании с 1 мл/л 2,4-Д и на среде MS-5 
с добавлением 0,8 мл/л 6-бензиламинопурина в со- 
четании с 1,5 мл/л 3-индолилуксусной кислоты и  
0,5 мл/л индолил-3-масляной кислоты, максимальный 
индекс роста установлен на 35 день культивирования – 
8,7 ± 0,7 и 6,1 ± 0,6 соответственно (рис. 2b).  

Высокий рост сырой биомассы каллусов наблю- 
дали на среде MS c добавлением 2 мл/л 6-бензилами-
нопурина в сочетании с 1 мл/л 2,4-Д (MS-6) на 35 день 
культивирования (ANOVA F = 4,7; p ≤ 0,05). Наи- 
больший индекс роста сухой биомассы каллусов за- 
фиксировали на среде MS c добавлением 2 мл/л кине- 
тина в сочетании с 3 мл/л α-нафтилуксусной кислоты  
(MS-2) на 40 день культивирования (ANOVA F = 37,5;  
p ≤ 0,001). Ранее в исследованиях было показано [10,  
11], что наилучший рост каллусной культуры H. of- 
ficinalis наблюдали на среде MS, содержащей 2 мл/л  
6-бензиламинопурина в сочетании с 1 мл/л 2,4-Д и  
2 мл/л 6-бензиламинопурина в сочетании с 1 или 2 мл/л  
α-нафтилуксусной кислоты. Оптимальными пита- 
тельными средами для индукции каллусогенеза были  

Рисунок 1. Каллусные культуры Hyssopus officinalis L., культивируемые на питательной среде Мурасиге-Скуга 
с добавлением регуляторов роста: а –  MS-2  (2 мл/л кинетина в сочетании с 3 мл/л α-нафтилуксусной кислоты); 
b – MS-5 (0,8 мл/л 6-бензиламинопурина в сочетании с 1,5 мл/л 3-индолилуксусной кислоты и 0,5 мл/л индолил- 

3-масляной кислоты); c – MS-6 (0,2 мл/л 6-бензиламинопурина в сочетании с 1 мл/л 2,4-Д)

Figure 1. Callus cultures of Hyssopus officinalis L. grown on Murashige-Skoog medium with the following growth regu lators: a – MS-2  
(2 ml/L kinetin and 3 mL/L α-naphthylacetic acid); b –  MS-5 (0.8 mL/L 6-benzylaminopurine w ith 1.5 mL/L 3-indoleacetic acid  

and 0.5 mL/L indole-3-butyric acid); c – MS-6 (0.2 mL/L 6-benzy laminopurine and 1 mL/L 2,4-dichlorophenoxyacetic acid)

                                             a                                                b                                                c
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среда MSс добавлением 1 мг/л индолил-3-масляной  
кислоты и среда, содержащая 0,5 мг/л α-нафтилуксус- 
ной кислоты, 0,1 мг/л кинетина и 1 мг/л 6-бензилами- 
нопурина [12]. Можно сделать вывод, что рост каллус- 
ной культуры H. officinalis наиболее эффективен с  
добавлением в среду таких регуляторов роста, как 6-бен-
зиламинопурин, 2,4-Д и α-нафтилуксусная кислота. 

Фенольные соединения и флавоноиды являются 
антиоксидантами, считаются перспективными анти-
биотическими и противогрибковыми средствами [27,  
28, 29]. Среди фенольных соединений H. officinalis 
преобладают гидроксикоричные кислоты, содержа- 
ние которых составляет 72,5 % от суммы фенольных  
соединений [1]. Фенольные соединения включают в  
себя танины [30, 31]. В данном исследовании мы срав-
нивали cуммарное содержание фенольных соедине- 
ний, флавоноидов, танинов и гидроксикоричных кис-
лот в изучаемых каллусных культурах, в культурах 
микрорастений in vitro, в коммерческом препарате 
и в нативном растении H. officinalis. 

Выявили различия в содержании фенольных сое- 
динений (ANOVA, F = 96,7; p ≤ 0,001). Высокое содер- 
жание фенольных соединений отмечали в каллусной 
культуре H. officinalis, полученной на среде МS-6 c  
добавлением 0,2 мл/л 6-бензиламинопурина в сочета- 
нии с 1 мл/л 2,4-Д  (35,5 ± 1,2 мг-экв. галловой кис- 
лоты/г сухой массы), что примерно в 1,5 раза больше, 
чем в нативном растении. Наименьшее содержание 
фенольных соединений зафиксировали в культурах 

растений in vitro (8,5 ± 3,9 мг-экв. галловой кислоты/г  
сухой массы) (рис. 3).

Анализ общего содержания флавоноидов в исследу- 
емом растительном материале H. officinalis показал 
статистически значимые различия (ANOVA, F = 105,4; 
p ≤ 0,001) (рис. 4). Наибольшее содержание флаво- 
ноидов обнаружили в культурах растений H. officina- 
lis выращиваемых in vitro на питательной среде MS  
без использования регуляторов роста (5,6 ± 0,8 мг-экв. 
рутина/г сухой массы). В каллусных культурах, натив-
ном растении и коммерческом продукте содержание 
флавоноидов в 4–7 раз ниже по сравнению с растени-
ями, выращиваемыми in vitro. В другом исследовании 
количественное содержание флавоноидов в натив- 
ном растении было определено как 1,300 ± 0,001 мг/г,  
что сопоставимо с их содержанием в нашем экстракте  
коммерческого препарата (1,3 ± 0,5 мг-экв. рутина/г  
сухой массы), выше, чем в каллусных культурах, а  
также ниже, чем в экстракте растения H. officinalis, 
культивируемого in vitro (2,9 ± 2,7 мг-экв. рутина/г су- 
хой массы) [1]. 

Анализ суммы гидроксикоричных кислот показал 
статистически значимые различия (ANOVA, F = 1547; 
p ≤ 0,001). Наибольшее содержание гидроксикорич- 
ных кислот зафиксировали в экстракте каллусной 
культуры H. officinalis на среде МS-6 c добавлением 
0,2 мл/л 6-бензиламинопурина в сочетании с 1 мл/л  
2,4-Д (82,5 ± 2,6 мг-экв. розмариновой кислоты/г сухой  
массы). Низкое содержание гидроксикоричных кислот 

Рисунок 2. Кривые роста каллусных культур Hyssopus officinalis L. на основании прироста сырой (а) и сухой 
(b) биомассы: MS-2 – 2 мл/л кинетина в сочетании с 3 мл/л α-нафтилуксусной кислоты; MS-5 – 0,8 мл/л 

6-бензиламинопурина в сочетании с 1,5 мл/л 3-индолилуксусной кислоты и 0,5 мл/л индолил-3-масляной кислоты; 
MS-6 – 0,2 мл/л 6-бензиламинопурина в сочетании с 1 мл/л 2,4-Д

Figure 2. Growth curves for Hyssopus officinalis L. callus cultures based on the increase in raw (a) and dry (b) biomass: MS-2 –  
2 mL/L kinetin and 3 mL/L α-naphthylacetic acid; MS-5 – 0.8 mL/L 6-benzylaminopurine with 1.5 mL/L 3-indoleacetic acid and 0.5 mL/L 

indole-3-butyric acid; MS-6 – 0.2 mL/L 6-benzylaminopurine and 1 mL/L 2,4-dichlorophenoxyacetic acid

                                             a                                                                                                  b
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выявили для микрорастений, культивируемых на среде 
MS без добавления регуляторов роста (26,7 ± 0,9 мг-экв. 
розмариновой кислоты/г сухой массы) и для нативного 
растения H. officinalis (24,1 ± 0,9 мг-экв. розмариновой 
кислоты/г сухой массы) (рис. 5). 

Результаты исследования общего содержания та- 
нинов в экстрактах H. officinalis показали значимые 
различия (ANOVA, F = 956; p ≤ 0,001). Наибольшее 
содержание танинов зафиксировали в каллусной куль- 

туре H. officinalis, культивируемой на среде MS-6 c до- 
бавлением 0,2 мл/л 6-бензиламинопурина в сочетании 
с 1 мл/л 2,4-Д (49,6 ± 0,8 мг-экв. галловой кислоты/г  
сухой массы). Наименьшее содержание танинов наблю- 
дали в каллусной культуре MS-2 с добавлением 2 мл/л  
кинетина в сочетании с 3 мл/л α-нафтилуксусной кис-
лотой (20,3 ± 0,6 мг-экв. галловой кислоты/г сухой 
массы) и в растении in vitro (20,1 ± 0,5 мг-экв. галловой 
кислоты/г сухой массы) (рис. 6).  

Рисунок 3. Общее содержание фенольных соединений в исследуемом растительном материале Hyssopus officinalis L.  
Примечание: разные буквы указывают на статистически значимые различия  

(ANOVA с апостериорным критерием Тьюки, p ≤ 0,001)

Figure 3. Total phenols in various Hyssopus officinalis materials L. Different letters indicate statistically significant differences  
(ANOVA with the Tukey’s HSD post hoc test, p ≤ 0.001)
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Рисунок 4. Общее содержание флавоноидов в исследуемом растительном материале Hyssopus officinalis L. 
Примечание: разные буквы указывают на статистически значимые различия  

(ANOVA с апостериорным критерием Тьюки, p ≤ 0,001)

Figure 4. Total flavonoids in various Hyssopus officinalis L. materials. Different letters indicate statistically significant differences  
(ANOVA with the Tukey’s HSD post hoc test, p ≤ 0.001)
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Анализ исследуемых экстрактов H. officinalis на  
содержание отдельных фенольных соединений ме- 
тодом высокоэффективной жидкостной хроматогра- 
фии показал наличие розмариновой, кафтаровой, ко- 
фейной и цикориевой кислот (табл. 2). Экстракты  
растения, культивируемого in vitro на среде MS без 
регуляторов роста, содержали флавоны: цинарозид 

(1,20 ± 0,36 мг/г сухой массы) и космосиин (0,48 ± 
0,05 мг/г сухой массы). 

Высокое содержание (ANOVA, F = 310; p ≤ 0,001)  
кофейной кислоты (1,48 ± 0,08 мг/г сухой массы) 
отмечали в каллусной культуре MS-6, культивируемой 
на среде MS с добавлением 0,2 мл/л 6-бензиламино-
пурина в сочетании с 1 мл/л 2,4-Д, и в микрорастении 

Рисунок 5. Общее содержание гидроксикоричных кислот в исследованном растительном материале  
Hyssopus officinalis L. 

Примечание: разные буквы указывают на статистически значимые различия  
(ANOVA с апостериорным критерием Тьюки, p ≤ 0,001)

Figure 5. Total hydroxycinnamic acids in various Hyssopus officinalis L. materials. Different letters indicate statistically significant 
differences (ANOVA with the Tukey’s HSD post hoc test, p ≤ 0.001)
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Рисунок 6. Общее содержание танина в исследуемом растительном материале Hyssopus officinalis L.
Примечание: разные буквы указывают на статстически значимые различия  

(ANOVA с апостериорным критерием Тьюки, p ≤ 0,001)

Figure 6. Total tannins in various Hyssopus officinalis L. materials. Different letters indicate statistically significant differences  
(ANOVA with the Tukey’s HSD post hoc test, p ≤ 0.001)
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выход фенольных соединений (35,5 ± 1,2 мг-экв. гал-
ловой кислоты/г сухой массы), гидроксикоричных кис- 
лот (82,5 ± 2,6 мг-экв. розмариновой кислоты/г сухой 
массы), танинов (49,6 ± 0,8 мг-экв. галловой кисло-
ты/г сухой массы), а также наибольшее содержание роз-
мариновой (20,25 ± 1,84 мг/г сухой массы) и кофейной 
(1,48 ± 0,08 мг/г сухой массы) кислот.  

В результате анализа антиоксидантной активности 
исследуемых экстрактов H. officinalis методом DPPH  
установлено наличие значимых различий (ANOVA, 
F = 252; p ≤ 0,001) (рис. 7). Наибольшей антиоксидант- 
ной активностью (127,8 ± 5,6 мг-экв. аскорбиновой 
кислоты/г сухой массы) обладали экстракты каллус-
ных культур MS-6, культивируемые на питательной  
среде MS с добавлением 0,2 мл/л 6-бензиламинопу- 
рина в сочетании с 1 мл/л 2,4-Д. Наименьшая анти- 
оксидантная активность (12,9 ± 1,5 мг-экв. аскорбино- 
вой кислоты/г сухой массы) обнаружена в экстрактах 
каллусных культур MS-2 с добавлением 2 мл/л кине- 
тина в сочетании с 3 мл/л α-нафтилуксусной кислоты.

Анализ антиоксидантной активности исследуемых 
экстрактов H. officinalis методом FRAP показал наличие 
значимых различий (ANOVA, F = 27,6; p ≤ 0,001) 
(рис. 8). Наибольшей антиоксидантной активностью 
(15,9 ± 1,3 мг-экв. аскорбиновой кислоты/г сухой 
массы) обладали экстракты каллусных культур MS-6. 
Экстракты нативного растения и микрорастений in vitro 
проявляли наименьшую антиоксидантную активность 
(8,6 ± 0,6 и 9,1 ± 0,9 мг-экв. аскорбиновой кислоты/г  
сухой массы).

В процессе анализа антиоксидантной активности 
исследуемых экстрактов H. officinalis методом ABTS 
установили наличие значимых различий (ANOVA, 
F = 105; p ≤ 0,001) (рис. 9). Наибольшую антиоксидант- 
ную активность выявили у экстрактов растений in vitro 
(90,4 ± 12,3 мг-экв. аскорбиновой кислоты/г сухой 

in vitro (1,44 ± 0,10 мг/г сухой массы). Низкое содержа- 
ние кофейной кислоты выявили в нативном расте- 
нии (0,22 ± 0,01 мг/г сухой массы) и в комерческом 
продукте (0,26 ± 0,01 мг/г сухой массы). 

Ранее сообщалось, что доминирующим компо- 
нентом в H. officinalis является розмариновая кислота 
(169,2 ± 0,6 мг на 100 г), обладающая антиоксидант- 
ными, антибактериальными и противовирусными 
свойствами [1]. Наши данные показывают, что наи- 
большее статистически значимое (ANOVA, F = 50,3; 
p ≤ 0,001) содержание розмариновой кислоты (20,25 ±  
1,84 мг/г сухой массы) выявили в каллусной культуре, 
культивируемой на среде MS-6 с добавлением 0,2 мл/л  
6-бензиламинопурина в сочетании с 1 мл/л 2,4-Д. 
В свою очередь наименьшее содержание розмарино- 
вой кислоты обнаружили в растении, культивируемом 
in vitro (2,95 ± 0,59 мг/г сухой массы).

Высокое содержание цикориевой кислоты выявили  
в нативном растении (0,29 ± 0,02 мг/г сухой массы), 
во всех остальных растительных объектах содержание 
цикориевой кислоты было меньше. В микрорастении 
in vitro цикориевая кислота отсутствовала. Кафта- 
ровая кислота была обнаружена в каллусных куль- 
турах MS-5 (0,11 ± 0,02 мг/г сухой массы) и MS-6  
(0,10 ± 0,02 мг/г сухой массы).

В нашем предыдущем исследовании было уста- 
новлено, что среда MS, дополненная 2 мг/л кинетина 
в сочетании с 3 мг/л α-нафтилуксусной кислоты, при- 
водила к наибольшему выходу вторичных метаболи-
тов, в частности флавоноидов, полифенольных сое- 
динений, и отмечалось, что α-нафтилуксусная кислота 
может эффективно продуцировать вторичные мета- 
болиты [16]. По данным настоящего исследования 
каллусная культура, выращенная на среде MS c добав-
лением 2 мл/л 6-бензиламинопурина в сочетании с  
1 мл/л 2,4-Д (MS-6), продемонстрировала высокий 

Таблица 2. Содержание отдельных фенольных кислот и флавоноидов в исследуемом растительном материале 
Hyssopus officinalis L. (n = 3)

Table 2. Phenolic acids and flavonoids in various Hyssopus officinalis L. materials. (n = 3)

Растительный 
материал

Содержание отдельных фенольных соединений, мг/г сухой массы

Розмариновая 
кислота

Кофейная 
кислота

Кафтаровая 
кислота

Цикориевая 
кислота

Цинарозид Космосиин

MS-2 7,23 ± 1,12c 0,52 ± 0,03b − 0,18 ± 0,04b – –
MS-5 13,00 ± 1,96b 0,42 ± 0,04b 0,11 ± 0,02a 0,14 ± 0,03b – –
MS-6 20,25 ± 1,84a 1,48 ± 0,08a 0,10 ± 0,02a 0,12 ± 0,03b – –
Микрорастение in vitro 2,95 ± 0,59d 1,44 ± 0,10a – – 1,20 ± 0,36 0,48 ± 0,05
Нативное растение 12,46 ± 1,18b 0,22 ± 0,01c – 0,30 ± 0,04a – –
Коммерческий 
продукт

10,30 ± 1,42bc 0,26 ± 0,01c – 0,15 ± 0,03b – –

Примечание: Статистические результаты представлены в виде среднего ± стандартного отклонения. Разные буквы указывают на 
статистически значимые различия между растительным материалом для каждого соединения (ANOVA с апостериорным критерием 
Тьюки, р ≤ 0,05); «–» – концентрации ниже предела обнаружения.  
Note: Statistical results are presented as mean ± standard deviation Different letters indicate statistically significant differences between 
the plant materials for each compound (ANOVA with the Tukey’s HSD post hoc test, p ≤ 0.05); concentrations below limit of detection 
are marked with “–”.
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Во многих исследованиях сообщали о высокой 
антиоксидантной активности H. officinalis [4, 32].  
Наши данные по исследованию антиоксидантной ак- 
тивности экстрактов каллусных культур, микрорас- 
тений in vitro, коммерческого препарата и нативного 
растения H. officinalis подтверждили это. Согласно 

массы) и у экстрактов, полученных из коммерческого 
препарата H. officinalis (78,6 ± 5,1 мг-экв. аскорбино- 
вой кислоты/г сухой массы). Наименьшую антиокси- 
дантную активность установили в экстрактах натив- 
ного растения (11,1 ± 0,5 мг-экв. аскорбиновой кис- 
лоты/г сухой массы).
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Рисунок 8. Антиоксидантная активность экстрактов в исследуемом растительном сырье Hyssopus officinalis L. 
Примечание: разные буквы указывают на статистически значимые различия (ANOVA с апостериорным  

критерием Тьюки, p ≤ 0,001). FRAP – железовосстанавливающая антиоксидантная активность

Figure 8. Antioxidant activity of extracts in various Hyssopus officinalis L. materials. Different letters indicate statistically significant 
differences (ANOVA with the Tukey’s HSD post hoc test, p ≤ 0.001). FRAP means iron-reducing antioxidant activity
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Рисунок 7. Антиоксидантная активность экстрактов в исследуемом растительном сырье Hyssopus officinalis L.  
Примечание: разные буквы указывают на статистически значимые различия (ANOVA с апостериорным 

критерием Тьюки, p ≤ 0,001). DPPH – антиоксидантная активность, определяемая методом анализа 2,2-дифенил-1-
пикрилгидразила

Figure 7. Antioxidant activity of extracts in various Hyssopus officinalis L. materials. Different letters indicate statistically significant 
differences (ANOVA with the Tukey’s HSD post hoc test, p ≤ 0.001). DPPH means antioxidant activity determined by the 2,2-diphenyl-1-

picrylhydrazyl assay
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Рисунок 9. Антиоксидантная активность экстрактов в исследуемом растительном сырье Hyssopus officinalis L. 
Примечание: разные буквы указывают на статистически значимые различия (ANOVA с апостериорным  

критерием Тьюки, p ≤ 0,001). ABTS – антиоксидантная активность, определяемая методом анализа 2,2′-азино-бис 
(3-этилбензотиазолин-6-сульфоновая кислота)

Figure 9. Antioxidant activity of extracts in various Hyssopus officinalis L. materials. Different letters indicate statistically significant 
differences (ANOVA with the Tukey’s HSD post hoc test, p ≤ 0.001). ABTS means antioxidant activity determined by the 2,2′-azino-bis 

(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) assay

анализу DPPH и FRAP, самой высокой антиоксидан- 
тной активностью обладала каллусная культура, выра- 
щенная на среде MS c добавлением 2 мл/л 6-бензи- 
ламинопурина в сочетании с 1 мл/л 2,4-Д (MS-6). 
Однако по методу ABTS наибольшую антиоксидант- 
ную активность выявили у экстрактов микрорасте- 
ний in vitro и у экстрактов, полученных из коммерчес- 
кого препарата H. officinalis.  

На основе нормализованных значений изученных 
фитохимических показателей была построена тепловая 
карта с кластерным анализом (рис. 10). Для постро-
ения использовали такие показатели, как содержа-
ние фенольных соединений, флавоноидов, танинов 
и гидроксикоричных кислот, антиоксидантная актив-
ность экстрактов растительного материала H. officinalis 
(с использованием методов DPPH, FRAP и ABTS). 
Для построения тепловой карты было учтено содер-
жание розмариновой, кофейной и цикориевой кислот, 
выявленных методом высокоэффективной жидкост- 
ной хроматографии во всех образцах растительного 
сырья H. officinalis (табл. 2).

Дендрограмма, представленная на рисунке 10,  
демонстрирует, что все изучаемые параметры можно 
разделить на два основных кластера. Первый кластер 
включает общие фенольные соединения, розмарино- 
вую кислоту, танины, гидроксикоричные кислоты, 
антиоксидантную активность (DPPH и FRAP) и цико-
риевую кислоту. Второй кластер включает суммарное 
содержание флавоноидов, антиоксидантную актив- 
ность (ABTS) и кофейную кислоту.

Изученные образцы растительного материала H. offi- 
cinalis были разделены на два кластера (рис. 10). На ден-
дрограмме видно, что в обособленный кластер выделена 
каллусная культура MS-6, полученная на среде MS  
с добавлением 0,2 мл/л 6-бензиламинопурина в соче-
тании с 1 мл/л 2,4-Д, характеризующаяся высоким 
содержанием большинства групп изученных фенольных 
соединений и антиоксидантной активностью экстрактов. 
Во втором кластере можно заметить обособленность 
микрорастений in vitro, образующих отдельную под-
группу внутри этого кластера. Ее положение обуслов-
лено высоким содержанием суммарных флавоноидов, 
кофейной кислоты и антиоксидантной активностью 
экстрактов, определенной по методу ABTS.

В результате корреляционного анализа была уста- 
новлена связь между содержанием фенольных соеди- 
нений, танинов, гидроксикоричных кислот, розмари- 
новой кислоты и антиоксидантной активностью (DPPH 
и FRAP) экстрактов (рис. 11). Между этими параме-
трами коэффициенты корреляции составили 0,70– 
0,91 (p ≤ 0,01). 

Высокую отрицательную корреляцию зафикси- 
ровали между содержанием флавоноидов и  феноль- 
ных соединений (r = –0,73, p ≤ 0,01). Установили сред- 
нюю отрицательную корреляцию между содержанием 
флавоноидов и розмариновой кислотой (r = –0,65; 
p ≤ 0,01) и среднюю положительную корреляцию 
между содержанием флавоноидов и антиоксидантной 
активностью, определенной методом ABTS (r = 0,62;  
p ≤ 0,01). 
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Рисунок 11. Корреляционная матрица изученных фитохимических показателей Hyssopus officinalis L. В верхней 
правой части представлены коэффициенты корреляции Пирсона (–1 ≤ r ≤ 1); в левой нижней части красные или 

синие овалы обозначают значимость корреляций – кружки без меток обозначают значимые корреляции (p ≤ 0,05); 
в остальных кружках или ячейках представлен уровень значимости корреляций (p > 0,05). СФС – содержание 
фенольных соединений; СФ – содержание флавоноидов; СГК – содержание гидроксикоричных кислот; СТ – 

содержание танинов; DPPH – антиоксидантная активность, определяемая методом DPPH (2,2-дифенил-1-
пикрилгидразил); FRAP – железовосстанавливающая антиоксидантная активность; ABTS –  

антиоксидантная активность, определяемая методом ABTS (2,2′-азино-бис(3-этилбензотиазолин-6-сульфоновая 
кислота)); РК – розмариновая кислота; ЦК – цикориевая кислота; КК – кофейная кислота

Figure 11. Correlation matrix for phytochemical parameters of Hyssopus officinalis L. The upper right part presents the Pearson’s correlation  
coefficients (–1 ≤ r ≤ 1); the red or blue ovals in the bottom left part indicate the significance of the correlations while the unmarked circles 

indicate significant correlations (p ≤ 0.05); the remaining circles or cells represent the significance level of the correlations (p > 0.05).  
СФС – Phenolic compounds; СФ – Flavonoids; СГК – Hydroxycinnamic acids; СТ – Tannins; DPPH – Antioxidant activity by DPPH 

(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl); FRAP – Iron-reducing antioxidant activity; ABTS – Antioxidant activity by ABTS (2,2’-azino-bis 
(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid); РК – Rosmarinic acid; ЦК – Chicoric acid; КК – Caffeic acid
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Рисунок 10. Тепловая карта с кластерами изученных фитохимических показателей (внизу) и растительного 
материала Hyssopus officinalis L. (справа). CФC – содержание фенольных соединений; РК – розмариновая кислота; 

СТ – содержание танинов; СГК – содержание гидроксикоричных кислот; FRAP – железовосстанавливающая 
антиоксидантная активность; DPPH – антиоксидантная активность, определяемая методом DPPH (2,2-дифенил-
1-пикрилгидразил); ЦК – цикориевая кислота; СФ – общее содержание флавоноидов; ABTS – антиоксидантная 

активность, определяемая методом ABTS (2,2′-азино-бис(3-этилбензотиазолин-6-сульфоновая кислота));  
КК – кофейная кислота 

Figure 10. Heat map with clusters of phytochemical parameters (down) and Hyssopus officinalis L. materials (right). CФC – phenolic 
compounds; РК – Rosmarinic acid; СТ – Tannins; СГК – Hydroxycinnamic acid; FRAP – Iron-reducing antioxidant activity;  
DPPH – Antioxidant activity by DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl); ЦК – Chicoric acid; СФ – Total flavonoid content;  

ABTS – Antioxidant activity by ABTS (2,2′-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid); КК – Caffeic acid
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Общее содержание танинов в экстрактах H. offici-
nalis показало высокий уровень корреляции с общим 
содержанием гидроксикоричных кислот (r = 0,92;  
p ≤ 0,01), с содержанием розмариновой кислоты 
(r = 0,77; p ≤ 0,01) и антиоксидантной активностью, 
определенной методом FRAP (r = 0,75; p ≤ 0,01). Уста- 
новили среднюю положительную корреляцию между 
содержанием танинов и антиоксидантной активностью 
экстрактов, определенной методом DPPH (r = 0,70; 
p ≤ 0,01). 

Установили сильную положительную корреляцию 
с общим содержанием гидроксикоричных кислот и  
антиоксидантной активностью, определенной методами 
DPPH (r = 0,79; p ≤ 0,01) и FRAP (r = 0,89; p ≤ 0,01), 
а также среднюю отрицательную корреляцию с содер-
жанием цикориевой кислоты (r = –0,70; p ≤ 0,01). 

Антиоксидантная активность, определенная мето- 
дом DPPH, показала высокую положительную кор- 
реляцию с антиоксидантной активностью, определен- 
ной методом FRAP (r = 0,83; p ≤ 0,01), с содержанием 
розмариновой кислоты (r = 0,74; p ≤ 0,01) и среднюю  
положительную корреляцию с содержанием кофей- 
ной кислоты (r = 0,60; p ≤ 0,01), среднюю отрицатель- 
ную корреляцию с содержанием цикориевой кислоты 

(r = –0,54; p ≤ 0,01). Высокую положительную кор- 
реляцию установили между антиоксидантной актив- 
ностью, определенной методом FRAP, и содержанием 
розмариновой кислоты (r = 0,74; p ≤ 0,01). Общее 
содержание цикориевой кислоты показало среднюю 
отрицательную корреляцию с антиоксидантной ак- 
тивностью, определенной методом FRAP (r = –0,69;  
p ≤ 0,01), определенной методом ABTS (r = –0,52;  
p ≤ 0,05), и с содержанием кофейной кислоты (r = 0,53; 
p ≤ 0,05).  

В ходе нашего исследования была показана тесная 
связь антиоксидантной активности исследуемых экс- 
трактов, определенных методом DPPH и FRAP с содер- 
жанием фенольных соединений, танинов, гидрокси- 
коричных кислот, розмариновой и цикориевой кис- 
лотами. Установили связь между антиоксидантной 
активностью экстрактов, определенной методом ABTS 
и содержанием флавоноидов, кофейной кислоты. Наи- 
более перспективной каллусной культурой H. officina- 
lis является каллусная культура, культивируемая на  
среде MS c добавлением 2 мл/л 6-бензиламинопурина 
в сочетании с 1 мл/л 2,4-Д (MS-6), которая характери-
зуется максимальной антиоксидантной активностью 
по методу DPPH и FRAP.

Таблица 3. Антибактериальная и фунгицидная активность экстрактов исследуемого растительного материала 
Hyssopus officinalis L. (зоны ингибирования включают диаметр диска 6 мм)

Table 3. Antibacterial and fungicidal activity of Hyssopus officinalis L. extracts with inhibition zones included in disk diameter (6 mm)

Растительный  
материал

Диаметр зоны ингибирования, мм

Канамицин, 
50 мкг/диск

10 % 
диметилсульфоксида, 

20 мкг/диск

Концентрация экстракта, мг/диск

0,25 0,50 1,00 2,00

Escherichia coli
MS-2 21,0 ± 0,6 – – – – –
MS-5 21,3 ± 0,9 – – – – –
MS-6 19,3 ± 0,9 – – – 7,0 ± 0,3 7,3 ± 0,1
Микрорастение in vitro 18,0 ± 0,6 – – – – –
Коммерческий продукт 18,3 ± 1,4 – – – – –
Нативное растение 19,0 ± 0,6 – – – – –

Bacillus subtilis
MS-2 22,0 ± 0,6 – – – – –
MS-5 20,7 ± 1,3 – – – – –
MS-6 19,3 ± 0,9 – – – – 7,2 ± 0,2
Микрорастение in vitro 19,0 ± 0,6 – – – – –
Коммерческий продукт 22,0 ± 1,0 – – – – –
Нативное растение 21,0 ± 0,6 – – – – –

Candida albicans
MS-2 22,0 ± 0,6 – – – – –
MS-5 22,0 ± 0,6 – – – – –
MS-6 22,0 ± 0,6 – – – – 7,0 ± 0,2
Микрорастение in vitro 18,3 ± 0,9 – – – – –
Коммерческий продукт 21,3 ± 0,3 – – – – –
Нативное растение 20,0 ± 0,6 – – – – –

Примечание: «–» – зоны ингибирования не наблюдалось.
Note: “–” – means that no inhibition zone was detected. 
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В настоящем исследовании изучили антибактери- 
альную и фунгицидную активность экстрактов расти- 
тельного материала H. officinalis в отношении предста-
вителя грамотрицательных бактерий Escherichia coli, 
представителя грамположительных бактерий Bacillus 
subtilis и сапротрофного дрожжеподобного гриба Can- 
dida albicans (табл. 3). Из всех исследуемых экстрак-
тов очень слабая антибактериальная и фунгицидная 
активность против тестируемых микроорганизмов была 
обнаружена у экстракта каллусной культуры MS-6, куль-
тивируемого на среде MS с добавлением 0,2 мл/л 6-бен-
зиламинопурина в сочетании с 1 мл/л 2,4-Д. При дозе 
экстракта каллусной культуры MS-6 1,0 и 2,0 мг/диск  
проявлялся некоторый антибактериальный эффект  
с незначительной активностью в отношении E. coli –  
диаметр зоны ингибирования 7,0 ± 0,3 и 7,3 ± 0,1 мм  
соответственно. Экстракт каллусной культуры MS-6  
при дозе 2,0 мг/диск проявил очень слабое ингибирую- 
щее действие против B. subtilis и C. albicans – диаметр  
зоны ингибирования 7,2 ± 0,2 и 7,0 ± 0,2 мм соответс- 
твенно. В исследовании по изучению антибактериаль- 
ной активности экстрактов H. officinalis были показаны 
значительные ингибирующие эффекты на S. aureus, 
B. cereus, P. aeruginosa и E. coli в концентрации 200 и  
400 мг/мл [2]. Кроме того, был продемонстрирован 
ингибирующий эффект против грибков [4]. 

Выводы
Результаты исследования показали, что каллусная 

культура Hyssopus officinalis L., культивируемая на пита-
тельной среде Мурасиге-Скуга с 0,2 мл/л 6-бензила-
минопурина в сочетании с 1 мл/л 2,4-Д, по сравнению 
с остальными объектами исследования, характеризу-
ется высоким содержанием веществ фенольной при- 
роды, обладает выраженной антиоксидантной актив- 

ностью и слабой антимикробной активностью. Иссле- 
дуемые экстракты каллусных культур, микрорастений 
H. officinalis, культивируемых in vitro, в сравнении с экс-
трактом нативного растения показали количественно 
наилучший выход основных вторичных метаболитов. 
Это доказывает, что биотехнологический метод полу-
чения из растений важных соединений с применением 
клеточных культур является перспективным. Однако 
требуется дальнейшее изучение каллусных культур 
H. officinalis с целью повышения биосинтеза биоло-
гически активных веществ.
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