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Production of secondary metabolites in shoots of Salvia nemorosa L. 
cultured in vitro

S u m tn a r y

The shoots of Sa\via nemorosa were proliferated in vitro from shoot tips of 
4-week-old seedlings on Murashige and Skoog (MS) agar (0.7%) medium contain
ing indolilo-3-acetic acid (lAA) 0.5 mg/1 and benzylaminopurine (BAP) 1 mg/1. 
Four sterols (campesterol, stigmasterol, p-sitosterol, stigmastanol) and two 
triterpenes (ursolic acid, oleanolic acid) were detected by GC-MS method in the 
chloroform extract obtained from the dry in vitro cultured shoots ofS. nemorosa. 
From the methanolic extract, rosmarinic acid both as isomer trans and cis was 
isolated and identified on the basis of'Fl-NMR and FIFI-COSY spectral data. It is 
the first report on the detection of c/s-rosmarinic acid in plants.
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1. Wstęp

Rodzaj Salvia (rodzina Lamiaceae) obejmuje około 500 gatun
ków, z których liczne mają zastosowanie w medycynie ludowej 
i oficjalnej oraz w przemyśle spożywczym (środki przyprawowe) 
i kosmetycznym (środki zapachowe). Ekstrakty szałwii wykazują 
aktywność przeciwbakteryjną, przeciwgrzybową, przeciwwiruso- 
wą, przeciwzapalną i cytotoksyczną (1). Z przeprowadzonych do
tychczas badań fitochemicznych wynika, że rośliny te syntetyzują
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różnego typu metabolity wtórne takie, jak olejki eteryczne, związki polifenolowe 
(oligomery kwasu kawowego), flawonoidy, trójterpeny oraz dwuterpeny (2,3).

Salvia nemorosa L. (syn. Salvia sylvestris V.) - szałwia omszona w stanie natural
nym występuje w Azji Mniejszej, południowej Syberii i południowowschodniej Euro
pie (4). Liście tej rośliny wykorzystywane są w medycynie ludowej w Turcji, w posta
ci okładów, przy hamowaniu krwawień (5). Wodne i etanolowe wyciągi z nadziem
nych części szałwii omszonej wykazują działanie przeciwbólowe, porównywalne 
z klasycznymi analgetykami (6). Stwierdzono, że nadziemne części S. nemorosa za
wierają: dwuterpeny (nemorozyna, horminon, 7-acetylohorminon, nemoron, salwi- 
pison, pachystazon), glikozydy megastigmanu (salwinozydy A-C), trójterpeny (salwi- 
nemorol, a-amyryna, kwas ursolowy i oleanolowy), sterole (stigmast-7-en-3-on, 
24-metylenocykloartanol, stigmast-4-en-3-on, (3-sitosterol, stigmast-7-enol) i flawo
noidy (salwigenina, eupatylina, apigenina i luteolina) (5,7). W liściach tego gatunku 
wykryto olejek eteryczny (0,04%) (4).

W naszym laboratorium opracowano metodę mikrorozmnażania S. nemorosa 
z pąków szczytowych oraz poprzez organogenezę tkanki kalusowej. Celem pracy 
było określenie składu trójterpenów i steroli w wyciągu chloroformowym 
z namnożonych in vitro pędów tej rośliny. Badaniom fitochemicznym poddano rów
nież wyciąg metanolowy otrzymany z hodowanych in vitro pędów.

2. Materiał i metody

2.1. Materiał roślinny

Materiał do badań stanowiły kultury pędów Salvia nemorosa uzyskane z wierz
chołkowych części aseptycznie wyhodowanych 4-tygodniowych siewek. Kultury pro
wadzono na stałym podłożu (0,7% agar) Murashige i Skogg’a (MS) (8) uzupełnionym 
sacharozą (30 g/l) i regulatorami wzrostu: kwasem indolilo-3-octowym (lAA) 0,5 mg/l 
i benzyloaminopuryną (BAP) 1 mg/l. W odstępach 4-tygodniowych pędy pasażowano 
na świeże podłoże. Kultury rosły w fitotronie w temperaturze 26±2°C przy ciągłym 
oświetleniu lampami fluorescencyjnymi (40 pmol • nr^ • s '). Użyte do badań fitoche- 
micznych pędy pochodziły z pasażu 21-27 (po około 2 latach w kulturze in vitro).

2.2. Ekstrakcja materiału roślinnego

Wysuszone i sproszkowane pędy (9 g) poddano ekstrakcji chloroformem, a na
stępnie metanolem. Czas ekstrakcji każdym z rozpuszczalników wynosił 48 godzin.
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2.2.1. Analiza ekstraktu chloroformowego

Wyciąg chloroformowy zagęszczono in vacuo uzyskując 370 mg oleistej pozo
stałości, którą naniesiono na kolumnę chromatograficzną (długość 103 cm, średnica 
2 cm) zawierającą 300 g żelu krzemionkowego firmy Merck (średnica ziaren 
0,063-0,2 mm). Kolumnę wymywano chlorkiem metylenu oraz mieszaniną chlorku 
metylenu i octanu etylu w stosunku 9 : 1 (v/v) i 8 : 2 (v/v). Kontrolę rozdziału prowa
dzono metodą TLC (układ chlorek metylenu : octan etylu 8:2, v/v). Frakcje wyelu- 
owane mieszaniną chlorek metylenu : octan etylu 8 : 2 (v/v), łączono, oddestylowano 
do sucha i przeznaczono do badań za pomocą chromatografu gazowej sprzężonej 
ze spektrometrią masową. W tym celu niewielką ilość suchej pozostałości frakcji 
poddano sililacji odczynnikiem BSTFA (bis-trójmetylosililo(trójfluoroacetamol)) fir
my Merck. Użyto chromatogramu gazowego firmy Flewlett - Packard model HP - 
5972, wyposażonego w automatyczny dozownik HP-GC-SFC-7673. Wykorzystano 
kolumnę HP-5MS o długości 30 m, średnicy 0,25 mm. Analizy prowadzono przy za
stosowaniu programu parametrów przedstawionych poniżej: czas izotermy 
początkowej 4 min, temperatura izotermy początkowej - 110°C, temperatura izo
termy końcowej - 270°C, czas izotermy końcowej - 49 minut, ciśnienie - praca 
w trybie stałego przepływu - 30 cm/sek; parametry komory nastrzykowej split/spli- 
less - temperatura 280°C, pojemność komory nastrzykowej - 200 ml, parametry 
detektora MSD: energia jonizacji - 70 eV. Program komputerowy aparatu pozwalał 
na automatyczne sterowanie chromatografem i detektorem oraz opracowanie wyni
ków pomiarów na bazie wzorcowej biblioteki widm masowych Wiley 275L, zawie
rającą 275 000 rekordów.

2.2.2. Analiza ekstraktu metanolowego

Ekstrakt metanolowy, po usunięciu rozpuszczalnika (3,2 g), rozpuszczono 
w gorącej wodzie i ekstrahowano eterem etylowym (5 X 100 ml), w celu usunięcia 
chlorofilu. Frakcję wodną po zagęszczeniu (0,89 g) naniesiono na kolumnę zawie
rającą 20 g Sephadex LH-20, firmy Pharmacia. Kolumnę rozwijano w układzie meta
nol : woda 2 : 8 (v/v). Frakcje o podobnym składzie (TLC) połączono i po oddestylo
waniu rozpuszczalnika, poddano dalszemu oczyszczaniu za pomocą preparatywnej 
chromatografii cienkowarstwowej na płytkach szklanych firmy Merck pokrytych że
lem krzemionkowym o grubości warstwy 2 mm. Fazą rozwijającą był metanol. 
Otrzymano 90 mg substancji, którą poddano badaniom spektroskopowym 'H-NMR 
i HH-COSY. Widma te zarejestrowano na spektrometrze Varian 300 MHz. jako wzo
rzec wewnętrzny użyto tetrametylosilan (TMS). Wartości stałych sprzężenia wyra
żono w hercach (Hz). Przesunięcia chemiczne podano w skali 5, a ich wartości - 
w ppm.
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3. Wyniki i dyskusja

Tematem pracy były badania fitochemiczne namnożonych in vitro pędów Salvia 
nemorosa. Pędy namnażano z wierzchołków 4-tygodniowych siewek na stałym 
podłożu MS zawierającym lAA 0,5 mg/l i BAP 1 mg/l. W tych warunkach z jednego 
wierzchołka można było otrzymać średnio 4 pędy boczne w ciągu 4 tygodni hodow
li. Analizie fitochemicznej poddano ekstrakt chloroformowy i metanolowy otrzyma
ny z wysuszonych pędów przebywających około 2 lata w kulturze in vitro.

Ekstrakt chloroformowy po rozfrakcjonowaniu za pomocą chromatografii ko
lumnowej (zob. rozdz. 2), badano metodą GC-MS na obecność steroli i trójterpe- 
nów. Na podstawie porównania czasów retencji i widm masowych sililowych po
chodnych badanych związków z czasami retencji i widmami masowymi sililowych 
substancji wzorcowych stwierdzono, że pędy 5. nemorosa namnażane in vitro synte
tyzują cztery sterole i dwa pentacykliczne związki trójterpenowe (tab. 1). Stigmaste- 
rol i p-sitosterol zostały wcześniej wyizolowane z nadziemnych części szałwii omszo
nej rosnącej w gruncie (7). W literaturze brak natomiast danych o obecności kampe- 
sterolu i stigmastanolu w tych roślinach. Z trójterpenów, w wyhodowanych in vitro 
pędach S. nemorosa, wykryto kwas ursolowy i jego izomer kwas oleanolowy (tab. 1). 
Z porównania otrzymanych wyników z danymi uzyskanymi przez Ulubelena i wsp. 
(7) wynika, że w materiale z kultury in vitro i w roślinach rosnących in vivo skład trój
terpenów jest podobny. W tych ostatnich, obok kwasu ursolowego i oleanolowego 
wykryto także a-amyrynę (7). W analizie ilościowej przeprowadzonej metodą chro
matografii gazowej wykazano, że zawartość kwasu ursolowego w hodowanych in 
vitro pędach wynosi 0,54%, w przeliczeniu na suchą masę i jest dwukrotnie wyższa 
od zawartości kwasu oleanolowego (0,25% suchej masy). Oba kwasy posiadają szereg 
interesujących właściwości farmakologicznych. Działają przeciwzapalnie i hamują 
powstawanie nowotworów skóry u myszy (9). Z badań Lee i wsp. (10) oraz Fang 
i McLanghlina (11) wynika, że kwas ursolowy wykazuje silną aktywność cytotok- 
syczną w testach z komórkami białaczki P-388 i L-1210 oraz w stosunku do ludzkich 
komórek raka płuc A-549. Cytotoksyczność kwasu ursolowego potwierdzono rów
nież w badaniach przeprowadzonych na liniach ludzkich komórek HCT-15 COLADAR 
(komórki nowotworu jelita grubego) i OVCAR-5 (komórki guza jajnika) (12).

Tabela 1

Związki sterolowe i trójterpenowe wykryte metodą GC-MS w hodowanych in vitro pędach Salvia nemorosa

Związek Czas retencji [min] Jon masowy m/e
Kampesterol-TMS 33,31 472, 382, 343, 26l, l6l, 129
Stigmasterol-TMS 34,28 484, 394, 351, 255, 129
3-sitosterol-TMS 36,99 486, 396, 357, 275, 255, 129
Stigmastanol-TMS 37,07 488, 473, .383, 305, 215, 107
Kwas ursolowy-TMS 49,76 585, 482, 320, 203, 133
Kwas olcanolowy-TMS 47,04 585, 482, 320, 203, 133

Pędy hodowano na podłożu MS z regulatorami wzrostu lAA 0,5 mg/i i BAP 1 mg/l. Okres wzrostu: 4 tygodnie.
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Na uwagę zasługuje fakt, że w ekstrakcie chloroformowym z wyhodowanych in 
vitro pędów S. nemorosa, oprócz trójterpenów i steroli znaleziono także substancje 
dotąd nie zidentyfikowane, które na TLC ( układ chlorek metylenu : octan etylu 1:1 
v/v) dawały 8 plam, barwiących się odczynnikiem anyżowym. Substancje te, prawdo
podobnie dwLiterpeny, będą przedmiotem naszych dalszych badań.

W przeprowadzonej analizie ekstraktu metanolowego wykazano, że pędy 
S. nemorosa w kulturze in vitro syntetyzują kwas rozmarynowy. Identyfikację tego 
związku oparto na porównaniu danych spektralnych ('H-NMR, HH-COSY) z danymi 
literaturowymi (13). Kwas rozmarynowy (depsyd kwasu kawowego i kwasu a-hy- 
droksydwLihydrokawowego) (rys.) charakteryzuje się silnymi właściwościami anty- 
utleniającymi i występuje dość powszechnie w rodzaju Salvia (14). Znaleziono go 
również w kulturze zawiesinowej i zarodkach somatycznych S. officinalis, w kulturze 
zawiesinowej i zregenerowanych in vitro roślinach S. miltiorrhiza oraz w kalusie, kul
turze zawiesinowej i w kulturze korzeni Salvia fruticosa (15-18). Związek ten może 
występować w postaci dwóch izomerów cis i trans, ale dotychczas w roślinach był 
wykrywany jedynie w postaci trwalszego energetycznie izomeru trans i dane spek
tralne dla kwasu c/s-rozmarynowego nie były dostępne. Na podstawie danych spek
tralnych widma protonowego i widma dwuwymiarowego związku wyizolowanego 
z pędów in vitro S. nemorosa można stwierdzić, że w tym materiale kwas rozmaryno
wy występuje zarówno w postaci izomeru trans jak i cis (tab. 2). Niektórzy badacze 
twierdzą, że dla pochodnych kwasu kawowego izomer cis jest artefaktem pow
stającym w wyniku obróbki materiału roślinnego (19) lub jako produkt konwersji 
izomeru trans pod wpływem światła (20). Dlatego w naszych badaniach cały tok po
stępowania związany z izołacją kwasu rozmarynowego był prowadzony bez dostę
pu światła. Na podstawie stosunków intensywności par sygnałów H-7 trans H-7 cis, 
H-2 trans H-2 cis, H-5 trans H-5 cis stwierdzono, że w pędach S. nemorosa hodowa
nych in vitro stosunek izomeru cis do trans kwasu rozmarynowego wynosi 1:9.

Rys. Kwas rozmarynowy.
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Tabela 2

Dane ‘H-NMR (300 MHz, CD3OD) kwasu rozmarynowego wyizolowanego z kultury pędów Salvia nemorosa

H trans cis
5 [ppm] J[Hz] 5 [ppm] JlHz]

"7"Holt:finowy 7,51 d; 15,9 5,79 d; 12,7
^■holcfinowy 6,29 d; 15,9 6,72 d; 13,0

H-2 7,03 d; 2,1 7,36 d; 2,1
H-5 6,76 d; 8,2 6,68 d; 8,2
H-6 6,93 dd; 8,4; 2,1 6,89 dd; 2,0; 8,3
H-2’ 6,76 d; 2,0 6,73 d; 2,0
H-5’ 6,67 d; 8,03 6,59 d; 9,4
H-6’ 6,63 dd; 2,0; 8,07 6,57 dd; 2,0; 8,1
H-8’ 5,06 dd; 3,3; 9,8 4,98 dd; 3,3; 10,0
H-7’ 3,08 dd; 3,3; 14,4 3,04 dd; 3,6; 14,9

2,93 dd; 9,8; 14,3 2,88 dd; 10,0; 14,2
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