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Тест на прорастание пыльцевых зёрен широко применяется в косметической и меди-

цинской промышленности для анализа токсичности веществ на клеточном уровне. Однако 

до сих пор не было найдено информации о его использовании для изучения биологической 

активности изолированных вторичных метаболитов. Была проведена работа по анализу 

возможности использования этой тест-системы для определения стимулирующей актив-

ности индивидуальных полисциазидов и гинзенозидов. Для исследования использовали пыль-

цу Nicotiana tabacum L. Растворы тритерпеновых гликозидов добавляли перед началом ин-

кубации пыльцевых зёрен. Процент прорастания пыльцевых зёрен определяли после 40 и 50 

мин. инкубации.  
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Введение. При изучении свойств рас-

тительной биомассы и вторичных метабо-

литов важно исследовать их биологиче-

скую активность. При этом исследование 

свойств экстрактов растительной биомас-

сы ведётся в основном на биохимическом 

уровне отдельных клеток, либо в системе 

целого организма (в том числе медицин-

ские исследования), но эти эксперименты 

зачастую трудоёмки и времязатратны, по-

этому они малопригодны в качестве си-

стем быстрого скрининга для промыш-

ленного мониторинга свойств биомассы. 

А большинство «скрининговых» исследо-

ваний влияния экстрактов растительной 

биомассы на культуру клеток животных 

ограничивается изучением их угнетающе-

го (антимикробного, противоракового и 

др.) действия, не охватывая других аспек-

тов биологической активности. 

Для оценки токсического эффекта 

различных веществ в лабораториях часто 

используют тест на прорастание пыльце-

вых зёрен. Эта тест-система довольно 

чувствительна и указывает уровень ток-

сичности веществ на клеточном уровне. 

Последние 30 лет пыльцевые зёрна раз-

личных растений используют для выявле-

ния  цитотоксического эффекта веществ, 

загрязняющих окружающую среду [1]. 

Также этот метод широко используется в 

косметической и медицинской промыш-

ленности [2,3]. Пыльцевые трубки пред-

ставляют собой систему, совершенно от-

личную от корня, листа или целого расте-

ния. Преимущества метода – в его просто-
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те исполнения и быстрой скорости роста 

пыльцевых трубок. Были показаны его 

чувствительность и корреляция с другими 

методами определения токсичности, та-

кими как тест Дрейза [2]. Пыльцевая 

трубка не содержит хлоропласты и не 

способна к фотосинтезу, исключая дей-

ствие токсинов, направленных на фото-

синтетический аппарат, что может быть 

полезно, например, при изучении вреда 

пестицидов на животные клетки [1]. 

Однако в литературе не было найдено 

информации по использованию тест-

системы пыльцевых зёрен для изучения 

биологической активности растительных 

экстрактов и изолированных вторичных 

метаболитов. 

Цель работы – оценить возможность 

использования этой тест-системы для 

определения стимулирующей активности 

индивидуальных полисциазидов и гинзе-

нозидов. 

Условия эксперимента. Для провер-

ки пригодности этого метода для анализа 

биологической активности вторичных ме-

таболитов использовали гинзенозиды Rf, 

Rh1, Rh2, Rg1, Rb1 (Sigma, США), гинзе-

нозид малонил-Rb1 и полисциазиды PolА, 

Pol3, PolE, LadA, выделенные из биомас-

сы культуры клеток женьшеня и листьев 

интактного растения Polyscias filicifolia 

[4,5]. Гликозиды Rh1, Rh2 и LadA предва-

рительно растворяли в диметилсульфок-

сиде. Все остальные соединения раство-

ряли в воде. 

Для определения активности тритер-

пеновых гликозидов использовали пыльцу 

Nicotiana tabacum L. сорта Petit Havana 

SR1, выращенного из семян в климатиче-

ской камере (25°С, 16 ч. световой день) в 

вермикулите вспученном. Растения через 

день поливали питательным раствором [6].  

Пыльники извлекали из цветков нака-

нуне их раскрывания и помещали в тер-

мостат (25°С) на двое суток. Пыльцу из 

раскрывшихся пыльников собирали в 

пробирки и хранили при –20°С. Перед ис-

пользованием её размораживали, отмыва-

ли от липофильных компонентов трифи-

ны гексаном и выдерживали во влажной 

камере в течение 2 ч. Стандартная среда 

для инкубации пыльцы in vitro включала 

0,3 М сахарозу, 1,6 мМ H3BO3, 3 мМ 

Ca(NO3)2, 0,8 мМ MgSO4 и 1 мМ KNO3 в 

50 мМ MES-Tris - буфере, pH 5, 9 [7].  

Растворы тритерпеновых гликозидов 

добавляли перед началом инкубации 

пыльцевых зёрен. Процент прорастания 

пыльцевых зёрен определяли после 40 и 

50 мин. инкубации (25°С). По окончании 

культивирования пробы фиксировали, до-

бавляя равный объём охлаждённого 2 % 

раствора параформальдегида в 100 мМ 

Na-фосфатном буфере, рН 7,4.  

Проросшими считали пыльцевые зёр-

на с трубками длиной не менее радиуса 

пыльцевого зерна. В каждой пробе про-

считывали по 500 пыльцевых зёрен. Все 

опыты проводили не менее чем в пяти 

биологических повторностях. На рисун-

ках приведены средние значения и их 

стандартные отклонения. 

Результаты и обсуждение. Для ис-

следованных тритерпеновых гликозидов 

тест на прорастание пыльцевых зёрен ока-

зался высокочувствительным, показав как 

стимулирующую, так и ингибирующую 

активность веществ. 

На рис. 1–3 представлены результа-

ты влияния на прорастание пыльцевых 

зёрен различных концентраций полисци-

азидов А, Е и лидигинозида А, соответ-

ственно. 

В результате проведённых экспери-

ментов установлено, что гликозиды куль-

тур клеток полисциаса проявили ингиби-

рующее действие на прорастание пыльце-

вых зёрен, причём их активность была 

различной. Наибольшей активностью об-

ладал самый низкомолекулярный глико-

зид – ладигинозид А (рис. 3) – при 

наименьшей из выбранных концентраций 

(50 мкМ) происходило 100 % подавление 

прорастания.  
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Рис. 1. Влияние полисциазида А на прорастание пыльцевых зёрен 

(в концентрации 200 мкМ полисциазид А вызывал полное ингибирование прорастания пыльцевых зёрен) 
 

 
 

Рис. 2. Влияние полисциазида Е на прорастание пыльцевых зёрен 

(в концентрациях 100 и 200 мкМ полисциазид Е вызывал полное ингибирование прорастания 

пыльцевых зёрен) 

 

 
Рис. 3. Влияние ладигинозида А на прорастание пыльцевых зёрен 

(во всех исследуемых концентрациях полисциазид А вызывал полное ингибирование прорастания 

пыльцевых зёрен) 
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Рис. 4. Влияние гинзенозида Rb1 на прорастание пыльцевых зёрен 

 

 
Рис. 5. Влияние  малонил-Rb1 на прорастание пыльцевых зёрен 

 

 
Рис. 6. Влияние гинзенозида Rh2 на прорастание пыльцевых зёрен 

 

 
Рис. 7. Влияние гинзенозида Rh1 на прорастание пыльцевых зёрен 
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В то же время для гинзенозидов было 

показано как ингибирующее, так и стиму-

лирующее действие. На рис. 4–7 пред-

ставлены результаты для гинзенозидов 

Rb1, Mal-Rb1, Rh2 и Rh1. 

Для гинзенозида Rb1 было показано 

стимулирующее действие на прорастание 

пыльцевых зёрен (рис. 4), которое не про-

явилось у его малонильного производного 

(рис. 5). Для гинзенозида Rh2 из группы 

протопанактодиолов было показано  

сильное ингибирующее действие (рис. 6), 

в то время как аналогичный ему гинзено-

зид Rh1 из группы протопанаксотриолов 

не оказал существенного влияния  

на прорастание пыльцевых зёрен (рис. 7). 

Вывод. Представленная тест-система 

выявила различия в активности гинзенози-

дов, вызванные как наличием дополнитель-

ной ОН-группы (у Rh1 по сравнению с Rh2), 

так и присоединением остатка малоновой 

кислоты (у mal-Rb1 по сравнению с Rb1). 

Разработан метод экспресс-оценки 

стимулирующей биологической активно-

сти индивидуальных тритерпеновых гли-

козидов. Данный метод является высоко-

чувствительным, выявляющим зависи-

мость биологической активности индиви-

дуальных гинзенозидов от особенностей 

их химической структуры. 
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ABSTRACT 
 

The test on germination of pollen-grains is widely used in beauty and medical industry to an-

alyze toxic potential substances at the cellular level. However, no information  about its use for 

study of biological activity of  isolated secondary metabolites has been found yet. A study of possi-

bility of use of this test-system for definition of stimulating activity of individual polysciasides  and 

ginsenosides was carried out. Pollen of Nicotiana tabacum L was chosen for the research. Solu-

tions of triterpenoid glycosides were added before incubation of pollen-grains. Percentage of 

germination of pollen-grains was determined in 40 and 50 minutes after incubation. A stimulating 

action aimed at pollen-grains germination is necessary for Rb1 ginsenoside, it was not revealed in 

its derivant. A strong inhibiting action is necessary for Rh2 ginsenoside of the protopanaktodiol`s 

group, while Rh1 ginsenoside from the protopanaksotriol`s group (it is similar to  Rh2 ginseno-

side)  did not have a serious impact on germination of pollen-grains. The offered test-system 

showed differences in activity of ginsenosides, caused by presence of additional ОН-group (Rh1 in 

comparison with Rh2) and addition of remains of malonic acid ( mal-Rb1 in comparison with 

Rb1). A method of express-assessment of stimulating biological activity of individual triterpenoid 

glycosides was elaborated. This method is supersensitive, it reveals dependence of biological ac-

tivity of individual ginsenosides on peculiarities of their chemical structure. 
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