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АННОТАЦИЯ

Грецкий орех (Juglans Regia L.) – перспективное растение для использования в современной медицине. Описыва-
ются реакции микроклонов Juglans Regia L., подвергнутых воздействию холодового стресса in vitro на уровне клеток 
и тканей. Показаны различия в оводненности растительных тканей и анатомо-морфологической структуры стебля и 
листа микроклонов Juglans Regia L. в контрольных и стрессовых условиях. Выявлены значительные изменения ана-
томических параметров различных тканей стебля как в сторону увеличения, так и снижения, и тенденция снижения 
значений анатомических параметров листа в условиях холодового стресса. Высказано предположение, что изменение 
анатомических характеристик органов и тканей микроклонов Juglans Regia L. может повлиять на фитохимическое со-
держание в них биологически-активных веществ, ценных для фармации.

Ключевые слова: Juglans Regia L., микроклоны, in vitro, холодовой стресс, анатомия

ВВЕДЕНИЕ

Грецкий орех (Juglans Regia L.) − растение, принадле-
жащее к роду Juglans из семейства Juglandaceae, − явля-
ется листопадным деревом родом из региона, простираю-
щегося от Балкан на восток до Гималаев и юго-западного 
Китая. [1]. Листья и облиственные молодые побеги грец-
кого ореха содержат множество химических элементов, в 
том числе калий, кальций, магний, фосфор и серу, а также 
биологически активных веществ (БАВ), таких как дубиль-
ные вещества, флавоноиды, фенольные кислоты, юглон 
и гидроюглон, экспрессирующих антиоксидантный и ан-
тимикробный потенциал, а также имеющих противовос-
палительные, ранозаживляющие, антигельминтные, про-
тиводиарейные и многие другие свойства, положительно 
влияющие на здоровье человека и поэтому широко ис-
пользующиеся в официнальной медицине многих зару-
бежных стран и гомеопатической практике [2, 3, 4]. Но 
в настоящий момент грецкий орех не является офици-
нальным, в Казахстане, его качество не регламентируется 
нормативной документацией отечественной фармако-
пеи, что свидетельствует о целесообразности проведе-
ния комплексных отечественных исследований по изуче-
нию Juglans Regia L.

В настоящее время, согласно «Конвенции о биологи-
ческом разнообразии» Организации Объединенных На-
ции (ООН) 1993 года, актуальным и важным является как 
поддержание растительного биоразнообразия в естествен-
ных ареалах обитания (in situ), так и разработка перспек-
тивных методов сохранения ценного растительного ма-
териала в искусственных условиях (ex situ и in vitro). Но 
получение новых культур in vitro является важным также 
для изучения содержания в них биологически активных 
веществ и выделения суперпродуцирующих штаммов, ко-
торые позволят в лабораторных условиях возобновлять 
сырье лекарственных растений и продукты на его основе, 
отвечающие требованиям фармацевтической промышлен-
ности.

В современной научной литературе есть сведения o 

том, что растения, вегетация которых проходит на фоне 
более жестких климатических условий, как правило, де-
монстрируют более высокие концентрации БАВ, чем рас-
тения тех же видов, культивируемые в условиях, опти-
мальных для роста [5]. Для фармацевтических целей даже 
изменение одного фактора может привести к значитель-
ной изменчивости содержания активных соединений [6, 
7, 8]. 

Как показывают результаты наших предыдущих ис-
следований, одним из первых признаков даже кратковре-
менного стрессового воздействия на растения является 
изменение оводненности растительных тканей и анато-
мо-морфологической структуры листа, которые обуслов-
ливают дальнейшее изменение метаболизма [9 - 11]. В 
литературных источниках содержатся данные микроско-
пического анализа морфолого-анатомического строения 
различных органов и тканей грецкого ореха [12-15]. Од-
нако до сих пор не было информации об изменении анато-
мо-морфологических характеристик листа грецкого ореха 
при стрессе.

Микроклоны растений in vitro могут стать хорошей 
моделью для изучения воздействия абиотических стрес-
соров на морфофизиологические и фитохимические про-
цессы, происходящие в растительных тканях для созда-
ния оптимальных условий суперпродукции БАВ in vitro.

В связи с этим, целью данной работы было изучение 
влияния низких положительных температур на анатоми-
ческие параметры и содержание воды в листостебельной 
части микроклонов Juglans Regta L. in vitro.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

В качестве исходного материала для введения в куль-
туру in vitro служили адвентивные и пазушные почки од-
ревесневших побегов грецкого ореха (Júglans régia).

Для получения асептических культур стерилизацию 
эксплантов проводили в мыльном растворе с последую-
щей обработкой перекисью водорода. Процедуру стери-
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лизации проводили в ламинар-боксе, вычленяли почку и 
пикировали на модифицированную питательную среду 
DKW с ½ составом макроэлементов и концентрации фи-
тогормонов БАП 1 мг/л с добавлением 0,2 мг/л НУК, глю-
козы 20г/л, 7г/л агара, рН 5,7. Полученные в результате 
300 побегов были подвергнуты воздействию низких по-
ложительных температур (3-5⸰ С, далее – «холодовой 
стресс») в течение 72 часов.

Фиксация растительного материала для анатомиче-
ских исследований проводилась в 70% этаноле, консер-
вация − в смеси Страсбургера-Флемминга: 96% этанол: 
глицерин: вода в соотношении 1:1:1 [16]. Анатомические 
препараты готовились на микротоме МЗП-01 («Техном», 
Екатеринбург, Россия) с замораживающим устройством 
ОЛ-ЗСО 30 («Инмедпром», Ярославль, Россия). Микро-
фотографии анатомических срезов произведены на ми-
кроскопе с MC 300 (Вена, Австрия) CAM V400/1. 3M ка-
мера «Vision» (Вена, Австрия). 

Для определения влажности сырья навеску сырья 3 
г помещали, в предварительно высушенный и доведен-
ный до постоянной массы бюкс, и ставили в сушильный 
шкаф при температуре 100-1050Сна 30 минут. Охлаждали 
и взвешивали. Высушивaние прoводили до постоянной 
мaссы. Постоянная мaсса считaется дoстигнутой, если 
рaзница между двумя пoследующими взвeшиваниями 
пoсле 30 мин высушивaния и 30 мин oхлаждения сoстав-
ляет не бoлее 0,1 г. Влaжность сырья (X) в прoцентах вы-
чиcляли пo фoрмуле (2.1):

где, m0 – масса пустого бюкса (с крышкой), высушен-
ного до постоянной массы, г; m1, m2 – масса бюкса (с 
крышкой) с навеской сырья до и после высушивания со-
ответственно, доведенные до постоянной массы, г.

Для определения общей золы в предварительно про-
каленный и точно взвешенный фарфоровый тигель поме-
щали около 1 г препарата или 3-5 г измельченного сырья. 
Тигель с навеской сырья нагревали сначала при более низ-
кой температуре, давая веществу сгореть или улетучиться. 
Увеличивали пламя после того как оставшиеся частицы 
угля сгорят почти полностью. При неполном сгорании ча-
стиц угля остаток охлаждали, смачивали водой или насы-
щенным раствором аммония нитрата, выпаривали на во-
дяной бане и остаток прокаливали. Прокаливание вели 
при слабом калении (около 500) до постоянной массы, из-
бегая сплавления золы и спекания со стенками тигля. За-
тем тигель охлаждали в эксикаторе и взвешивали.

Общую золу (X) в процентах вычисляли по формуле 
(2.2):

где, m1 – масса сырья, г; m2 – масса золы, г; W – влаж-

ность сырья, %.
Для определения экстрактивных веществ 1 г cырья, 

измельченного и просеяннoго сквозь ситo, с отвeрстиями 
диaметром 1 мм, пoмещали в кoническую колбу, прили-
вали 50 мл рaстворителя, укaзанного в НД на дaнный вид 
сырья. Закрытую пробкой колбу остaвляли на 1 ч. Зaтем 
колбу соeдиняли с обрaтным холодильникoм, нагревали 
и поддeрживали слaбое кипeние жидкoсти в течeние 2 ч. 
Послe охлaждения колбу с содeржимым вновь закрывaли 
той жe пробкой, взвешивaли и потерю в мaссе дополняли 
тем же растворителем. Содержимое тщaтельно взбaлты-
вали и фильтровали через сухoй бумaжный фильтр в су-
хую колбу вмeстимостью150-200 мл.

25 мл фильтрaта перенoсили в фaрфоровую чашку 
диaметром 7-9 см, предварительнo высушенную при 100-
105°С дo постояннoй массы и взвешенную нa анaлитиче-
ских весах, выпаривали на водяной бане досуха, сушили 
при температурe 100-105°С в тeчение 3 ч., затем охлаж-
дaли в эксикаторе и быстрo взвешивaли [17].

Прoцентное содержaние экстрaктивных веществ 
X в абсолютно сухом сырье вычисляли по формуле 
(2.5): 

где, m – масса сухого остатка в чашке, г; m1 – масса 
сырья, г; W – влажность сырья, %.

РЕЗУЛЬТАТЫ

При анатомическом изучении стебля Juglans Regia L. 
отмечены такие особенности, как клетки ассимиляцион-
ной паренхимы, расположенные в несколько рядов под 
слоем эпидермы, имеющие округло-вытянутую форму., 
которые чередуются с большими межклетниками. Среди 
клеток первичной коры встречаются единичные включе-
ния. Центральный цилиндр представляет собой проводя-
щую систему соседних проводящих пучков, расположен-
ных по кругу. Сердцевина состоит из паренхиматозных 
клеток округлой или овальной формы. 

На рисунке 1 показано, что склеренхимные и парен-
химные клетки первичной коры стебля в контрольном 
варианте имеют четко выраженную структуру клеточ-
ных стенок и видны границы тканей, расположенных в 
конкретной последовательности. При охлаждении ткани 
теряют данную прочность формы и структурную це-
лостность тканей, клетки которых располагаются неупо-
рядоченно между собой, что может привести ослаблению 
твердости стебля.

При охлаждении стеблей было зафиксировано значи-
тельное увеличение параметров проводящих систем (кси-
лемы и флоэмы) в сравнении с контролем (Рисунок 1, Та-
блица 1). 

При анализе анатомических параметров стебля отме-
чены значительные изменения в метрических параметрах 
различных тканей как в отрицательной, так и в положи-
тельной динамике (Таблица 1). 
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Так, выявлены значимые увеличения размеров прово-
дящих пучков (как флоэмы (+83% к контролю), так и кси-
лемы (+86% к контролю), а также толщины паренхимной 
ткани (+38% к контролю) (Рис. 2).

При холодовом стрессе отмечены увядание и начи-
нающийся хлороз листьев микроклонов Juglans Regia L. 
Листовая пластинка в условиях холодового стресса при-
обрела разреженную клеточную структуру. Клетки визу-
ально уменьшались в размерах и структура тканей ста-
новилась более «сжатой» (рис. 3). При анализе размеров 
тканей и сравнении параметров гистологических струк-
тур отмечена разница в показателях контрольного и опыт-
ного вариантов с отрицательной динамикой при охлажде-
нии (Таблица 2). 

Эта тенденция наглядно показана на гистограмме (рис. 
4), где показано, что диаметр паренхимных клеток при 
стрессе составил 85% от контрольных значений, а тол-
щина абаксиального эпидермиса – 84% от контроля. 

Рисунок 4 – Влияние низких положительных темпе-
ратур на анатомические параметры листа микроклонов 
Juglans Regia L.

Так как без анализов на доброкачественность расти-
тельное сырье не допускают к использованию в фарма-
кологии, был проведен анализ растительного материала 
микроклонов Juglans Regia L., как выращенных в кон-
трольных условиях, так и подвергнутых холодовой обра-
ботке. Результаты представлены в Таблице 3.

(а) (б)
Рисунок 1 – Микроскопическое изображение поперечного среза стебля Juglans Regia L.: (а) – контроль, (б) – охлажденный; 1 – 

эпидермис; 2 – склеренхима; 3 –паренхима; 4 – флоэма; 5 – ксилема; 6 – сердцевина.

Таблица 1 – Измерение анатомических параметров стебля Juglans Regia L.

У
словия

Толщ
ина 

эпидермиса (мм) 

Толщ
ина 

колленхимы
 (мм)

Толщ
ина 

склеренхимы
 (мм) 

Толщ
ина 

паренхимы
 (мм) 

Толщ
ина 

эндодермы
 (мм) 

П
лощ

адь 
проводящ

их 
пучков (мм

2)

П
лощ

адь флоемы
 

(мм
2) 

П
лощ

адь ксилемы
 

(мм
2) 

Д
иаметр клеток 

(мм)

Конт-роль. 0,031±0,001 0,064±0,004 0,142±0,007 0,283±0,012 0,038±0,001 0,173±0,038 0,086±0,002 0,043±0,003 0,225±0,003

Х о л о - д о в о й 
стресс

0,028±0,002 0,056±0,004 0,161±0,017 0,394±0,064 0,027±0,002 0,249±0,024 0,158±0,005 0,076±0,009 0,197±0,005

Рисунок 2 – Влияние низких положительных температур на анатомические параметры стебля микроклонов Juglans Regia L.
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Выявлено, что по результатом проведенных исследо-
ваний доброкачественность полученного растительного 
сырья находится в пределах допустимых норм, установ-
ленных ГФ РК.

ОБСУЖДЕНИЕ

При современных условиях фармакогностических ис-
следовании приобретает значение определение ключевых 
анатомических микроскопических признаков, позволяю-
щих определить подлинность ЛРС различного способа 
переработки [18]. Для листьев и стеблей возникает по-
требность в изучении фрагментов листа в поперечном се-
чении для исследования гистологической структуры и его 
изменения при различных стрессовых условиях [19]. 

Необходимое требование при изучении механизмов 
стрессоустойчивости – это поддержание константных 
контролируемых условий, которых достаточно сложно до-
стичь при выращивани растений в открытом грунте или 
вегетационных сосудах. А культура in vitro позволяет за 

сравнительно короткий период времени размножить экс-
периментальный материал, и провести необходимые те-
сты на ювенильных микроклонах, чрезвычайно чувстви-
тельных к негативному воздействию [20, 21]. 

Гипотермия, как и многие абиотические стрессы, на-
пример, осмотический или солевой, также ограничивает 
возможности роста и развития растений, хотя и не всегда 
уменьшает накопление биомассы, потому что при воздей-
ствии низких температур сохраняется или увеличивается 
оводненность растительных тканей, что мы наблюдали 
как ранее [9], так и в нашем эксперименте с микрокло-
нами грецкого ореха, что показало определение добро-
качественности растительного сырья, которая зависит от 
многих факторов и определяется временем заготовки, со-
держанием БАВ, уровнем влажности, отсутствием пле-
сени, посторонних примесей и вредителей. 

Однако, повреждение листьев микроклонов грецкого 
ореха холодом сопровождалась потерей ими тургора, 
что является следствием нарушения транспорта воды к 
транспирирующим органам. Анатомические исследова-

(а) (б)

Рисунок 3 – Микроскопическое изображение поперечного среза центральной жилки листа Juglans Regia L.: (а) – контроль, (б) – 
холодовой стресс; 

1 – адаксиальный эпидермис; 2 – абаксиальный эпидермис; 3 – палисадный слой мезофилла; 4 – губчатый слой мезофилла; 5 – 
центральная жилка; 6 – центральный проводящий пучок.

Таблица 2 – Влияние холодового стресса на изменение анатомических параметров листа Juglans Regia L. 

Усло-вия 

Площадь 
центра-
льного 
прово-
дящего 

пучка (мм2)

Толщина эпидермиса, мм Толщина мезофилла, мм
Диаметр 
центра-
льной 

жилки, мм

Диаметр 
клетки парен-

химы, мм
Адакси-
альный

Абакси-
альный Общий Пали-

садный Губ-чатый

Контроль 0,183±0,009 0,040±0,002 0,041±0,002 0,183±0,014 0,079±0,003 0,099±0,013 0,956±0,033 0,083±0,004

Холо-
довой 
стресс

0,171±0,006 0,037±0,001 0,035±0,001 0,190±0,008 0,076±0,003 0,106±0,006 0,871±0,017 0,070±0,001

Таблица 3 – Показатели доброкачественности растительного сырья

Показатели Контроль,% Холодовой стресс, %
Влажность 9,78 14,85
Общая зола 12,60 17,01
Содержание экстрактивных веществ (водный экстракт) 17,06 18,30
Содержание экстрактивных веществ (спиртовой экстракт) 19,70 18,70
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ния позволили выявить влияние низких положительных 
температур на проводящую систему, ведущее к уменьше-
нию диаметров сосудов, а даже небольшое уменьшение 
их диаметра приводит к значительному снижению гидрав-
лической проводимости сосудов [22, 23]. 

Но реакция на холодовой стресс разных органов рас-
тений различна. Известно, что к холодовому воздействию 
листья чувствительнее стеблей [24]. Нами отмечено уве-
личение размеров проводящих тканей стебля при холодо-
вом стрессе по отношению к контролю: размеры ксилемы, 
проводящей воду и минералы от корней к различным ча-
стям растения, увеличилась на 76% по отношению к кон-
тролю, а размеры флоэмы, переносящей органические со-
единения из места фотосинтеза в разные части растения, 
при стрессе составила 83% по отношению к контроль-
ным значениям. Это вызвано необходимостью импорта и 
экспорта большего объема воды и органических веществ, 
так как именно размеры сосудов являются критическими 
детерминантами проводимости [25]. На 39% при холо-
довом стрессе увеличилась толщина паренхимной ткани 
стебля. В целом, это и повлияло на увеличение общей ово-
дненности растительных тканей микроклонов грецкого 
ореха при холодовом стрессе, что, в целом, возможно, яв-
ляется признаком адаптации к холодовому стрессу [26]. 

Но даже при высокой (в отличие от осмотического 
или солевого стрессов) гидратированности тканей, холо-
довой стресс может вызывать такие эффекты, как нару-
шение стабильности белков или белковых комплексов, 
снижение ферментативной активности, изменение коли-
чественного и качественного состава жирных кислот и т.д. 
[27]. Поскольку низкие температуры снижают скорость 
биохимических реакций, у растений нарушается баланс 
между поглощением энергии и ее использованием в ме-
таболизме [28].

Именно изменение анатомических зхарактеристик ор-
ганов и тканей растения предопределяет физиологические 
процессы в нем. Адаптивные процессы связаны, прежде 
всего, со структурами органелл, клеток, тканей, которые 
имеют пространственные взаимоотношения друг с другом 
внутри растительных тканей [29]. И в первую очередь хо-
лодовой стресс вызывает повреждение хлорофиллонос-
ных тканей листа, провоцируя многочисленные наруше-
ния ультраструктуры клеточных мембран. Следовательно, 
к холодовому стрессу чувствительны такие мембраносвя-
занные процессы, как фотосинтез и дыхание [30]. И изме-
нение анатомических параметров листа могут указывать 
на повреждение фотосинтетического аппарата. 

Так, известно, что основную фотосинтетическую фун-
куию выполняет мезофилл листа. В нашем эксперименте 
при воздействии холодового стресса отмечено утолще-
ние мезофилла за счет утолщения слоя губчатой ткани. 
И если в контрольных условиях толщина губчатой ткани 
превышала толщину палисадной на 25%, то при холо-
довом стрессе – уже на 40%. Палисадная ткань, кото-
рая находится непосредственно под слоем эпидермиса и 
поглощает большую часть фотосинтетически активной 
радиации (ФАР), вносит больший вклад в фотосинтетиче-
скую продуктивность, чем губчатая, тогда как многоряд-
ная губчатая паренхима, которая служит главным обра-
зом для эффективного газообмена и транспирации, может 

выполнять защитную функцию от стрессового темпера-
турного воздействия и пассивной потери влаги [31, 32]. 
Cледовательно, изменение толщины мезофилла за счет 
снижения толщины палисадной ткани и увеличения тол-
щины губчатой неизбежно поведет за собой изменение 
интенсивности фотосинтеза растений.

Отсутствие при холодовом стрессе существенных от-
клонений значений большинства анатомических параме-
тров от контроля можно считать показателем резистентно-
сти данного вида к холодному климату континентальных 
регионов [33]. Но все же стоит учитывать уменьшение не-
которых показателей, таких, как толщина адаксиального 
и абаксиального эпидермиса.

В адаптационных процессах к неблагоприятным усло-
виям среды важную роль играет эпидермис листа. Лишь 
5-10% УФ-радиации достигает клеток верхних слоев ме-
зофилла, а основная часть поглощается флавоноидами, 
растворенными в вакуолях клеток эпидермиса. Возможно, 
что снижение толщины как абаксиального, так и адакси-
ального эпидермиса, отмеченное при холодовом стрессе в 
нашем эксперименте, может спровоцировать повышение 
концентрации флавоноидов, которая, как показывают дан-
ные литературы и наших предыдущих экспериментов, в 
стрессовых условиях обычно возрастает [10, 29, 34].

Поэтому наши исследования в данном направлении 
будут продолжены и дополнены анализом влияния холо-
дового стресса на качественные и количественные изме-
нения вторичных метаболитов в микроклонах грецкого 
ореха.

ВЫВОДЫ

Внезапная холодовая обработка низкими положитель-
ными температурами (3-5⸰ С в течение 72 часов) вызывает 
изменения анатомической структуры молодых клонов 
Juglans Regia L. in vitro − увеличение размеров мезофилла 
листа за счет увеличения губчатой ткани и повышенную 
гидратацию тканей за счет увеличения размеров проводя-
щих сосудов и паренхимы стебля, и проводящих пучков 
стебля. Доброкачественность полученного растительного 
сырья находится в пределах допустимых норм, установ-
ленных ГФ РК. 
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ABSTRACT

Walnut (Juglans Regia L.) is a promising plant for use in modern medicine. We describe the reactions of Juglans Regia 
L. microclones exposed to cold stress in vitro at the cell and tissue level. Differences in the water content of plant tissues and 
the anatomical and morphological structure of the stem and leaf of Juglans Regia L. microclones under control and stress 
conditions are shown. Significant changes in the anatomical parameters of various stem tissues, both upward and downward, 
and a tendency for the values of the anatomical parameters of the leaf to decrease under cold stress conditions were revealed. 
It has been suggested that changes in the anatomical characteristics of organs and tissues of Juglans Regia L. microclones may 
affect the phytochemical content of biologically active substances in them, valuable for pharmacy.

Keywords: Juglans Regia L., microclones, in vitro, cold stress, anatomy

JUGLANS REGIA L. IN VITRO МИКРОКЛОНДАРЫНЫҢ АНАТОМИЯЛЫҚ СИПАТТАМАЛАРЫНА 
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ТҮЙІН

Жаңғақ (Juglans Regia L.) - қазіргі заманғы медицинада қолданылатын перспективті өсімдік. Juglans Regia L. микро-
клондарының in vitro жағдайында жасуша және ұлпа деңгейінде суық стресске ұшыраған реакциялары сипатталған. 
Бақылау және стресс жағдайында Juglans Regia L. микроклондарының сабағы мен жапырағының анатомиялық және 
морфологиялық құрылымы мен өсімдік ұлпаларының сулануындағы айырмашылықтар көрсетілген. Сабақтың әртүрлі 
ұлпаларының анатомиялық параметрлерінің айтарлықтай жоғары және төмен бағыттағы өзгерістері және суық стресс 
жағдайында жапырақтың анатомиялық параметрлерінің мәндерінің төмендеу тенденциясы анықталды. Juglans Regia 
L. микроклондарының мүшелері мен ұлпаларының анатомиялық сипаттамаларының өзгеруі олардағы фармация үшін 
құнды биологиялық белсенді заттардың фитохимиялық құрамына әсер етуі мүмкін деген болжам жасалды.

Түйін сөздер: Juglans Regia L.; микроклондар; in vitro; суық стресс; анатомия


