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Аннотация. Актуальность и цели. Влияние тяжелых металлов (ТМ) на растения in vivo 
детально изучено в отличие от действия ТМ на культуры растительных клеток. В то же 
время известно, что ответные реакции на стресс у растений и в культуре клеток могут 
очень сильно различаться. В связи с этим необходимо подробное изучение устойчиво-
сти культур клеток in vitro к ТМ с последующей разработкой способов повышения ме-
таллоустойчивости растений. Цель исследования – изучить воздействие различных доз 
ионов ТМ – меди, никеля, цинка и свинца в среде культивирования на каллусообразо-
вание и генерацию супероксидного анион-радикала в каллусах огурца и редиса. Мате-
риалы и методы. В качестве объекта исследования были взяты каллусы огурца 
(Cucumis sativus L., сорт Единство) и редиса (Raphanus sativus L., сорт Красный вели-
кан). Эксперимент включал в себя получение каллусной культуры огурца и редиса с 
последующей пересадкой на среду Мурасиге – Скуга, содержащую соли ТМ в концен-
трациях от 10 мкМ до 1 мМ. Ионы тяжелых металлов в низких концентрациях стиму-
лировали образование и рост каллусов, тогда как в высоких сильно угнетали каллусо-
генез и рост. Приведен ряд токсичности ТМ для каллусов редиса и огурца. Результа-
ты. Длительное (4–6 недель) выращивание каллусных культур на средах с добавлени-
ем различных доз ионов ТМ дифференцированно влияло на скорость генерации 
супероксидного анион-радикала. Выводы. Выявлено неодинаковое влияние ионов ТМ 
и их концентраций на генерацию супероксида в каллусах огурца и редиса, что может 
свидетельствовать о процессах адаптации к ТМ культур in vitro. 
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Abstract. Background. The effect of heavy metals (HM) on plants in vivo has been studied 
in detail, in contrast to the effect of HM on plant cell cultures. At the same time, it is known 
that responses to stress in a plant and cell culture can vary greatly. In this regard, it is nec-
essary to study in detail the resistance of cell cultures in vitro to HM, followed by the de-
velopment of ways to increase the metal resistance of plants. The purpose of the work is to 
study the effect of various doses of HM – copper, nickel, zinc and lead ions in the culture 
medium on callus formation and generation of superoxide anion radical in cucumber and 
radish callus. Materials and methods. The callus of cucumber (Cucumis sativus L., variety 
Unity) and radish (Raphanus sativus L., variety Red Giant) were taken as the object of the 
study. The experiment included obtaining a callus culture of cucumber and radish, followed 
by transplantation to a Murashige-Skuga medium (MS) containing TM salts in concentra-
tions from 10 mcМ to 1 mM. Ions of heavy metal in low concentrations stimulated the for-
mation and growth of callus, while in high concentrations strongly inhibited callus for-
mation and growth. A number of HM toxicity for radish and cucumber calluses is given. 
Results. Long-term (4-6 weeks) cultivation of callus cultures on media with the addition of 
various doses of HM ions had a differentiated effect on the rate of generation of superoxide 
anion radical. Conclusions. The unequal influence of HM ions and their concentrations on 
the generation of superoxide in cucumber and radish callus was revealed, which may indi-
cate the processes of adaptation to HM cultures in vitro. 
Keywords: cucumber, radish, heavy metals, callus, growth, superoxide anion 
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Введение 
В последнее время условия жизни растений усложняются в связи с гло-

бальными климатическими процессами на Земле, которые сопровождаются 
усилением антропогенной нагрузки. В связи с этим возникает необходимость 
в точной оценке адаптивного потенциала культурных растений, которая не-
возможна без изучения их устойчивости и повреждения при стрессовых воз-
действиях окружающей среды [1]. 

Одним из токсикантов, действующих на культурные растения, являют-
ся ТМ, и их действие постоянно усиливается с возрастанием антропогенной 
нагрузки на экосистемы. Большинство овощных растений выращивается в 
непосредственной близости от городов, что может способствовать поступле-
нию больших доз ТМ в растения, вызывающих нарушения физиологических 
процессов. Поэтому оценка резистентности к ТМ видов и сортов культурных 
растений имеет большое значение, особенно в плане повышения устойчиво-
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сти посредством клеточной селекции [1, 2]. В результате клеточной селекции 
были получены газонные травы, устойчивые к ионам кадмия и свинца [2], 
растения-регенеранты сахарного тростника, обладающие устойчивостью к 
соли кадмия [3]. 

Использование культуры in vitro дает возможность изучения влияния 
стрессовых факторов на растение на клеточном уровне. Показано, что кле-
точные культуры являются хорошим объектом для решения задач оценки 
токсического действия ТМ на растительные объекты [1–3]. 

Известно, что действие некоторых ТМ (в частности, ионов меди) вызы-
вает в растениях и клеточных культурах состояние окислительного стресса 
[4–6]. При этом выявлено повышение уровня генерации супероксидного ани-
он-радикала (О2

‾●), усиление интенсивности перекисного окисления липидов 
(ПОЛ), изменение активности антиоксидантных ферментов (супероксиддис-
мутазы, каталазы, аскорбат-пероксидазы) [4, 5]. В суспензионной культуре 
клеток Nicotiana tabacum L. наблюдали быстрое концентрационно-зависимое 
накопление Н2О2, индуцированное избыточной концентрацией ионов Сu2+ (до 
100 мкМ) [6]. 

В связи с этим целью работы было исследование эффектов различных 
доз ионов ТМ (меди, никеля, цинка и свинца) в среде культивирования на 
каллусообразование, рост и генерацию О2

‾● в каллусных культурах огурца и 
редиса. 

Материалы и методы 
В качестве объекта исследования были взяты каллусы огурца (Cucumis 

sativus L., сорт Единство) и редиса (Raphanus sativus L., сорт Красный великан). 
Эксперимент включал в себя следующие этапы: 
1. Получение каллусной культуры. Выращенные из простерилизован-

ных семян растения эксплантировали на питательную среду Мурасиге – Ску-
га (МС), содержащую 7,5 г/л агара с добавлением регуляторов роста  
2,4-дихлорфеноксиуксусной кислоты (2,4-Д) в концентрациях от 1 до 5 мг/л  
и 6-бензиламинопурина (6-БАП) в концентрациях от 0,5 до 2 мг/л; 

2. Изучение влияния ТМ на каллусогенез огурца и редиса в экспери-
менте прямого помещения эксплантов (гипокотилей) на среду МС, дополни-
тельно содержащую соли ТМ (NiSO4 × 7H2O, ZnSO4 × 7H2O, CuSO4 × 5H2O, 
Pb(NO3)2) в концентрациях 10 мкМ, 0,1 мМ, 1 мМ, с последующей оценкой 
каллусогенеза и роста каллусов. 

3. Пересадка полученных каллусов на среды МС с добавлением раз-
личных концентраций (10 мкМ, 0,1 мМ, 1 мМ) солей ТМ. Каллусы выращи-
вали в течение 4–6 недель в термостате при температуре 21–22ºС, после чего 
оценивали влияние различных доз тяжелых металлов на каллусы огурца и 
редиса, которое определяли по скорости генерации супероксидного анион-
радикала [7]. В опытах было не менее 10 каллусов каждого варианта. В таб-
лицах приведены средние из всех опытов с их стандартными ошибками. 

Результаты 
Влияние ТМ на каллусогенез и рост каллусов огурца и редиса 

Для оценки влияния различных ТМ на образование и рост каллусов 
брали экспланты (гипокотиль) огурца и редиса и высаживали на среды МС  
с добавлением ионов ТМ; через четыре недели роста оценивали результат. 
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Ионы меди угнетающе действовали на каллусогенез в эксперименте  
с эксплантами огурца. Подобные реакции наблюдались в каллусных побегах 
Daphne jasminea [8], каллусах Belamcanda chinensis [9]. При высокой концен-
трации Cu2+ (1 мМ) нарастания каллуса не происходило; при более низких 
концентрациях ионов меди в среде наблюдалось незначительное увеличение 
каллусной культуры; во всех вариантах опыта цвет ткани менялся со светло-
желтого на темно-желтый (рис. 1). 
 

   
а) б) в) 

Рис. 1. Каллусогенез на эксплантах огурца на средах  
с разным содержанием ионов меди: а – 1мМ; б – 0,1 мМ; в – 10 мкМ 

 
Для каллусов редиса показано, что на среде, содержащей 1мМ Cu2+, они 

не росли и характеризовались очень слабым каллусогенезом; концентрация 
0,1 мМ Сu2+ не оказала выраженного токсического эффекта на образование и 
рост каллусов; на среде с добавлением 10 мкМ Сu2+ экспланты редиса обрас-
тали каллусом быстрее и сильнее относительно контроля, а пересадочные 
каллусы имели наибольший размер и более интенсивную окраску (рис. 2). 

 

  
а) б) в) 

Рис. 2. Каллусогенез на эксплантах редиса на среде  
с содержанием ионов меди: а – 1мМ; б – 0,1 мМ; в – 10 мкМ 

 
У эксплантов огурца на среде с низким содержанием ионов Ni2+ наблю-

дали интенсивный каллусогенез (чего не происходило на средах с более вы-
сокой концентрацией никеля). Рост каллусной культуры огурца, пересажен-
ной на среду МС, содержащую ионы никеля, практически не наблюдался, за 
исключением среды с низким содержанием Ni2+. В опыте с редисом при до-
бавлении в среду МС ионов Ni2+ в концентрации 1 мМ наблюдали замедлен-
ное образование каллусной ткани мелкозернистой структуры. Каллусы реди-
са, выращенные на среде с добавлением 1 мМ Ni2+, имели больший размер по 
сравнению с каллусами, выращенными на среде с внесением 1 мМ Сu2+, но 
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меньший по сравнению с контролем. Каллусы, выращенные на среде с добав-
лением 10 мкМ Ni2+, существенно не отличались от таковых, выращенных  
на среде с добавлением ионов Сu2+. 

Ионы свинца не оказали негативного влияния на каллусогенез и рост 
каллусной ткани огурца, а в средней и низкой концентрациях даже стимули-
ровали рост каллусной ткани. Концентрация 1 мМ Pb2+ приводила к угнете-
нию роста каллусов огурца и изменению цвета каллусной культуры со свет-
ло-желтого до насыщенного желтого. У редиса не отмечено существенного 
подавления каллусогенеза на средах с добавлением ионов Pb2+, как и роста 
каллусов. При этом рост каллусов редиса на среде с добавлением 10 мкМ Pb2+ 
незначительно отличался от контроля. Угнетение роста отмечено только при 
самой высокой дозе металла в среде 1 мМ, но в то же время каллусы редиса 
имели больший размер по сравнению с каллусами, выращенными на средах с 
добавлением ионов Cu2+ и Ni2+. 

Ионы цинка оказали весьма негативное действие на каллусогенез и 
рост каллусов огурца, вызывая отмирание клеток при высокой концентрации 
ионов, а в остальных концентрациях наблюдался лишь очень незначительный 
рост культуры клеток. Однако на каллусы редиса ионы Zn2+ оказали меньшее 
ингибирующее воздействие по сравнению с другими использованными ТМ. 
Каллусогенез редиса на средах с добавлением ионов Zn2+ проходил немного 
медленнее по сравнению с контролем, но заметного замедления роста каллу-
сов отмечено не было (при всех использованных концентрациях). 

На основании этого можно сделать заключение, что ТМ в низких кон-
центрациях (очевидно, выступая в качестве микроэлементов) стимулируют 
образование и рост каллусов, тогда как в высоких сильно угнетают каллусо-
генез и рост. По негативному действию ТМ на каллусогенез и рост каллусов 
огурца их можно расположить в следующем порядке, начиная с самого ток-
сичного: Zn2+ > Cu2+ > Ni2+ > Pb2+. В то же время для редиса этот ряд выгля-
дел несколько иначе: Cu2+ > Ni2+ > Pb2+ > Zn2+. 

Скорость генерации супероксидного  
анион-радикала в каллусах овощных культур 

На каллусных культурах огурца и редиса гипокотильного происхожде-
ния определяли эффекты длительного выращивания в присутствии ТМ в сре-
де на генерацию одной из потенциально опасных активированных форм кис-
лорода – супероксидного анион-радикала (О2

●¯). 
В каллусах огурца выявлена четкая прямая зависимость между концен-

трацией ионов цинка в среде и скоростью генерации О2
●¯ (табл. 1). Это свиде-

тельствует о неблагоприятном воздействии на каллусную культуру ионов 
цинка, вызывающих усиление генерации О2

●¯ (и, следовательно, возникнове-
ние окислительного стресса) [7]. 

В то же время выявлено, что остальные ионы ТМ не оказали выражен-
ного активирующего действия на генерацию супероксида в каллусной куль-
туре огурца. Так, при внесении в среду ионов никеля скорость генерации 
О2

●¯ была ниже контроля, и наименьшее значение (меньше контроля в 2 раза) 
наблюдалось при концентрации 1 мМ (см. табл. 1). Скорость генерации супе-
роксидного анион-радикала в каллусах огурца, длительно выращиваемых на 
среде МС с добавлением ионов Cu2+, была ниже контроля в 1,5–3 раза. Значе-



Известия высших учебных заведений. Поволжский регион. Естественные науки. 2022. № 2 

 8

ния генерации О2
●¯ в каллусах огурца на среде с внесением ионов Pb2+ нахо-

дились на уровне контроля при низких концентрациях, но снижались  
в 2 раза относительно контроля при самой высокой концентрации 1 мМ. 
Можно предположить, что ионы Ni2+, Cu2+ и Pb2+ не индуцировали окисли-
тельный стресс в каллусной культуре огурца. 

 
Таблица 1 

Скорость генерации О2
●¯ в 4-недельных каллусах огурца  

при действии различных концентраций ТМ, % к водному контролю 

Ионы ТМ Концентрация ионов ТМ 
10 мкМ 0,1 мМ 1 мМ 

Ni2+ 81,3 ± 2,3 91,5 ± 4,6 52,9 ± 0,2 
Zn2+ 115,4 ± 1,7 134,9 ± 3,7 169,7 ± 2,8 
Cu2+ 53,0 ± 2,3 61,4 ± 1,1 36,1 ± 0,1 
Pb2+ 99,4 ± 3,1 93,0 ± 1,6 64,3 ± 1,2 
 
Таким образом, длительное выращивание каллусов огурца на средах с 

избытком ТМ в большинстве вариантов не индуцировало повышения генера-
ции О2

●¯ (за исключением ионов Zn2+). Возможно, развивающаяся в условиях 
хронического действия ТМ культура клеток адаптируется к ТМ либо за счет 
селекционных процессов, либо путем биохимической адаптации [10, 11]. 

Аналогичные определения, проведенные на каллусных культурах реди-
са, дали совершенно иные результаты (табл. 2). Так, наибольшее увеличение 
(относительно контроля) скорости генерации О2

●¯ было обнаружено в каллу-
сных линиях редиса, выращенных на средах с добавления ионов Pb2+, макси-
мально (в 1,5 раза) – при самой малой дозе свинца в среде. На средах с добав-
лением ионов Ni2+ и Cu2+ генерация О2

●¯ была самой высокой при минималь-
ной концентрации ионов (10 мкМ). Парадоксально, что увеличение концен-
траций ТМ в среде не индуцировало усиления генерации супероксида  
в каллусах редиса. А при внесении в среду ионов цинка реакция была полно-
стью аномальной, поскольку при всех использованных концентрациях уров-
ни О2

●¯ были ниже контроля. 
 

Таблица 2 
Скорость генерации О2

●¯ в 4-недельных каллусах редиса  
при действии различных концентраций ТМ, % к водному контролю 

Ионы ТМ Концентрация ионов ТМ 
10 мкМ 0,1 мМ 1 мМ 

Ni2+ 124,8 ± 0,6 93,9 ± 0,1 107,9 ± 0,4 
Zn2+ 60,3 ± 0,3 53,8 ± 0,3 45,0 ± 0,1 
Cu2+ 132,9 ± 0,1 88,4 ± 0,2 123,0 ± 0,1 
Pb2+ 148,0 ± 0,1 127,9 ± 0,2 133,8 ± 0,1 

 
Таким образом, несмотря на явно выраженное токсическое проявление 

ТМ на каллусогенез и рост каллусных культур огурца и редиса, отсутствие 
сильного окислительного стресса (судя по генерации супероксидного анион-
радикала) в большинстве каллусов, длительно выращиваемых на различных 
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концентрациях ТМ, указывает на высокую вероятность акклимации клеточ-
ной популяции к токсическому действию ТМ. Это является подтверждением 
потенциальной возможности направленного повышения металлоустойчиво-
сти овощных культур посредством клеточной селекции. 

Заключение 
1. ТМ в низких концентрациях стимулировали образование и рост кал-

лусов, тогда как в высоких сильно угнетали каллусогенез и рост. По токсиче-
скому действию ТМ на каллусогенез и рост каллусов можно расположить их 
в следующем порядке: Zn2+ > Cu2+ > Ni2+ > Pb2+ (огурец), Cu2+ > Ni2+ > Pb2+ > 
Zn2+ (редис). 

2. В каллусах огурца выявлено возникновение окислительного стресса 
при действии Zn2+, причем между концентрацией ионов цинка в среде и ско-
ростью генерации О2

●¯ обнаружена прямая зависимость. В каллусах редиса, 
напротив, проявления окислительного стресса выявлены при действии ионов 
Pb2+, а также самых малых или высоких концентраций Cu2+ и Ni2+. 

3. Длительное выращивание каллусов овощных культур на некоторых 
вариантах сред с внесением избыточных количеств ТМ не вызывало усиле-
ния генерации О2

●¯, что может свидетельствовать о процессах адаптации 
клеток к ТМ. 
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