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Выявлена высокая антибактериальная активность экстрактов из каллус-

ных культур A. genevensis. Определены характер этой активности и мини-
мальная ингибирующая концентрация изучаемых экстрактов в отношении  
E. coli. 

 
Введение. Одним из значительных достижений медицины является 

открытие антибиотиков, но неконтролируемое или необдуманное использова-
ние бактерицидных веществ приводит ко все большему усугублению пробле-
мы антибиотикорезистентности. Формирование природной или приобретен-
ной резистентности микроорганизмов к тому или иному препарату обус-
ловлено генетически – приобретением новой генетической информации или 
изменением уровня экспрессии собственных генов. Это вызывает необходи-
мость искать новые, более эффективные препараты [1].  

Растения вырабатывают широкий спектр вторичных метаболитов, кото-
рые обеспечивают им биологическую защиту против микробов и насекомых. 
Некоторые из этих веществ могут быть токсичны и для животных [2]. Одной 
из главных составляющих биологической активности природных соединений 
является их антимикробная активность, которая и служит мишенью для 
исследований в поиске новых противомикробных препаратов. 

Механизм действия летучих противомикробных веществ заключается в 
том, что они вызывают разнообразные изменения микробной клетки: подав-
ляют ее дыхание, растворяют и разрушают поверхностные слои и составные 
части протоплазмы (ферменты и др.). Они не позволяют микроорганизмам 
создавать собственные механизмы защиты. Существенно, что при этом гене-
тический аппарат микроорганизмов не изменяется, то есть эти вещества не 
обладают мутагенными свойствами. Следовательно, широкое использование 
растительных выделений не способствует селекции видоизмененных, устой-
чивых форм бактерий [3, 4]. 

В литературе встречаются данные об антимикробной активности таких 
соединений, как липиды, различные вещества стероидной природы, вещества 
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нестероидной природы (шиконин, аллицин, берберин, госсипол, хинин, 
рицин и др.), терпеновые соединения и эфирные масла, алифатические 
соединения, сапонины, алкалоиды и хиноны, полифенолы, кумарины, флаво-
ноиды и др. [2–4]. Наряду с этим ряд авторов отмечает, что некоторые 
вещества обладают этим свойством только в условиях взаимодействия с 
другими соединениями [4, 5], что значительно осложняет получение этих 
веществ синтетическим путем.  

К настоящему времени из высших растений выделено более 700 
антибиотических веществ, способных подавлять развитие бактерий, вирусов, 
угнетать рост опухолевых клеток. По своему химическому строению они 
относятся к различным группам соединений. 

Согласно литературным данным, род Ajuga семейства Lamiaceae об-
ладает довольно высокой метаболической активностью. Многие его виды  
вырабатывают цитотоксичные [6–10], противоплазмодийные [11], инсекти-
цидные [12], антибактериальные [9], противовирусные [13], антимикобакте-
риальные [8] вещества. Описанные в Армении виды этого рода, распростра-
ненные в различных районах [14], с медицинской точки зрения имеют боль-
шое значение. Так, A. genevensis содержит иридоиды, флавоноиды, гликози-
ды, терпеноиды, дубильные вещества, стероиды, обладает противовоспали-
тельным, гемостатическим, ранозаживляющим свойствами [14–16]. Поэтому 
мы сочли целесообразным изучение биологической активности экстрактов из 
полученной нами ранее культуры in vitro A. genevensis [17].                                                                          

Методы исследования.  Каллусную биомассу высушивали при 700С в 
течение 12–16 ч. При таких условиях сушки возможность потери интересую-
щих нас метаболитов сводится к минимуму благодаря инактивации ферментов.  

Для приготовления экстракта 1 г высушенной биомассы экстрагирова-
ли 10 мл дистиллированной воды в течение 20 ч на магнитной качалке при 
температуре 40С. Затем, образованная суспензия центрифугировалась в тече-
ние 10 мин (5000 об/мин), после чего надосадочная жидкость подвергалась 
выпариванию на водяной бане (400С) до получения экстракта объемом в 1 мл. 
Стерилизацию экстрактов проводили с помощью бактериальных фильтров 
однократного использования (“Sigma”, США). 

Концентрация экстракта, при воздействии которой не наблюдается  
прироста бактериальной биомассы и питательная среда остается прозрачной, 
называется минимальной ингибирующей концентрацией (МИК) [18, 19]. Она 
определялась по следующей схеме: в несколько пробирок, содержащих оди-
наковый объем питательной среды (мясопептонный бульон, МПБ), инокули-
рованной тест-бактерией Escherichia coli, шт. 5009 (103–106 бакт. на 1 мл), 
добавлялся исследуемый экстракт с уменьшающейся концентрацией: 200; 
100; 50; 25 и 12,5 мкл экстракта на 1 мл бактериальной суспензии. Результаты 
оценивали через 24 ч инкубации при 36–370С по накоплению бактериальной 
биомассы в МПБ измерением оптической плотности (ОП) на спектрофото-
метре СФ–26 (Россия) при длине волны λ=560 нм. 

Необходимую концентрацию суспензии тест-организма получали мето-
дом серийных разведений [18]. 

Статистическую обработку данных проводили по Меркурьевой [20]. 
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Для понимания механизма действия антибактериального вещества 
изучаемого экстракта исследовалось его влияние на искусственные двух-
слойные липидные мембраны в двух направлениях: с учетом этого влияния 
на сопротивляемость мембран (при различных концентрациях экстрактов) и 
на продолжительность жизни мембран (при напряжении 400 мВ). 

Для установления времени воздействия экстрактов на тест-микро-
организм исследуемый экстракт с минимальной ингибирующей концент-
рацией добавлялся в бактериальную суспензию и в течение инкубации на 
спектрофотометре определялся прирост бактериальной биомассы через каж-
дые 20 мин (см. рисунок). 

Результаты и обсуждение. Ранее нами было установлено, что каллус-
ные культуры из A. genevensis L. проявляли высокую антибактериальную 
активность в отношении различных грамположительных и грамотрицатель-
ных микроорганизмов [21]. Для оценки реального воздействия изучаемых 
экстрактов была определена их МИК в отношении условно-патогенного микро-
организма E. coli. Исследовались экстракты двадцатидневных каллусных 
культур, поскольку именно в экспоненциальной фазе роста (на 19–20-й день) 
синтез веществ с противомикробной активностью достигал максимума [22]. 

 
Воздействие различных концентраций экстракта из каллуса A. genevensis L. на оптическую 

плотность бактериальной суспензии 
 

Оптическая плотность Концентрация 
экстракта в 

бакт. суспензии, 
мкл/мл 

опытная 
исходная  

опытная, после 
24-часовой 
инкубации 

контрольная 
исходная   

контрольная,  
после 24-часовой 

инкубации 
200 0,21 ± 0,012 0,09 ± 0,005 0,070 ± 0,003 0,33 ± 0,01 
100    0,13 ± 0,01 0,07 ± 0,005 0,074 ± 0,004   0,34 ± 0,015 
50 0,23 ± 0,008     0,24 ± 0,01 0,080 ± 0,005  0,45 ± 0,010 
25    0,10 ± 0,01 0,46 ± 0,006 0,075 ± 0,004      0,43 ± 0,01 

12,5 0,10 ± 0,01 0,53 ± 0,015 0,070 ± 0,001 0,41 ± 0,005 
 
Примечание: в контрольных вариантах экстракты с антибактериальной активностью были 

заменены МПБ в объемах, соответствующих объемам экстрактов в каждом 
варианте. Бόльшая величина ОП в опытных исходных вариантах обусловлена 
коричневатым оттенком внесенного экстракта. 

 
Исследования показали (см. таблицу), что в контрольных вариантах в 

течение 24-часового культивирования ОП бактериальной биомассы увеличи-
валась в среднем в 5–6 раз. Примерно пятикратное увеличение бактериальной 
биомассы наблюдалось при введении экстракта в двух наименьших кон-
центрациях: 12,5 и 25 мкл/мл. В опытных вариантах значения ОП либо не 
менялись (при концентрации экстракта 50 мкл/мл), либо снижались почти 
вдвое (100 и 200 мкл/мл). Таким образом, было установлено, что МИК соот-
ветствует концентрации экстракта 50 мкл/мл, т.к. при ней величина ОП 
суспензии после 24-часовой инкубации оставалась неизмененной. 

Для выявления характера действия экстракта на тест-микроорганизм 
микробную массу, подвергнутую действию экстракта, переносили на свежую 
питательную среду, где бактерии начинали размножаться. Следовательно, 
можно сделать вывод, что влияние экстракта на микробную клетку имеет 
бактериостатический характер. 
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Для установления времени воздействия исследуемого экстракта на 
бактериальную клетку использовался экстракт в его минимальной ингиби-
рующей концентрации. Исследования проводились на 24-часовой культуре  
E. coli, шт. 5009, одна колония которой была суспендирована в 10 мл МПБ и 
активирована на качалке в течение 1,5 ч при 370С. Образованная суспензия 
центрифугировалась в течение 5 мин (8000 об/мин), осадок был ресуспенди-
рован в 0,9% растворе NaCl. Экстракт добавлялся в полученную бактериаль-

ную суспензию и в течение 
инкубации определялся при-
рост бактериальной биомас-
сы через каждые 20 мин  
(см. рисунок). 

Исследования выяви-
ли, что если в контрольном 
варианте наблюдался рав-
номерный рост бактериаль-
ной биомассы в течение 
почти всего периода куль-
тивирования, то в опытном 
варианте уже через 60 мин 
оптическая плотность резко 
падала, а через 120 мин 
достигала исходной отмет-
ки. Это показывает, что 

антибактериальное влияние экстракта наступает уже через 60 мин.  
Исследования на искусственных двухслойных липидных мембранах 

показали, что вещество с антимикробной активностью не влияет на сопротив-
ляемость мембран, а только сокращает продолжительность их жизни пример-
но в три раза при напряжении 400 мВ. 

Была исследована также термостойкость антибактериального вещества. 
Выяснилось, что активность экстракта сохранялась при нагревании до 50–
600С, а оптимальное значение его рН соответствовало 5,5–6. 

Таким образом, полученные данные свидетельствуют о перспективности 
использования исследуемой нами культуры A. genevensis L. in vitro как потен-
циального протектора в профилактике различных бактериальных инфекций. 
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² Ù ÷ á ÷ á õ Ù  
 

´³ó³Ñ³Ûïí»É ¿ Ajuga genevensis L.-Ç Ï³Éáõë³ÛÇÝ ÏáõÉïáõñ³ÛÇó 
ëï³óí³Í ÉáõÍ³Ù½í³ÍùÝ»Ç μ³ñÓñ Ñ³Ï³μ³Ïï»ñÇ³Ï³Ý ³ÏïÇíáõÃÛáõÝÁ, 
áñáßí»É ¿ áõëáõÙÝ³ëÇñíáÕ ÉáõÍ³Ù½í³ÍùÝ»ñÇ ³ñ·»É³ÏÙ³Ý Ýí³½³·áõÛÝ ÏáÝ-
ó»Ýïñ³óÇ³Ý E. coli-Ç ÝÏ³ïÙ³Ùμ ¨ ¹ñ³Ýó Ñ³Ï³μ³Ïï»ñÇ³Ï³Ý ³ÏïÇíáõ-
ÃÛ³Ý μÝáõÛÃÁ: 
 
 

N. Zh. SAHAKYAN, M. T. PETROSYAN 
 

STUDY  OF  THE  MINIMAL  INHIBITED  CONCENTRATION  OF 
ISOLATED  CULTURE  OF  BUGLEWEED  (AJUGA GENEVENSIS L.) 

 
S u m m a r y  

 
The antibacterial activity of extractions from calli cultures of Ajuga gene-

vensis L. was revealed. The character of antibacterial activity and the minimal 
inhibiting concentration of studied extractions towards E. coli was determined.  


