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Методом зонного капиллярного электрофореза выявлен аминокислотный состав надземных и подземных вегета-

тивных органов тубероидного вида орхидных, произрастающего в природных условиях центра Европейской России, – 
пальчатокоренника пятнистого Dactylorhiza maculata (L.) Soó (Orchidaceae). Установлено наличие в растительном мате-
риале 15 аминокислот, из которых девять являются «незаменимыми» (лизин, фенилаланин, гистидин, лейцин, изолей-
цин, метионин, валин, треонин, триптофан). Наибольшее суммарное содержание аминокислот характерно для листьев, 
наименьшее – для старых (зимовавших) стеблекорневых тубероидов. Из выявленных аминокислот в растительном ма-
териале D. maculata максимальным суммарным содержанием отличается лейцин, минимальным – триптофан и метио-
нин. Вегетативные органы также богаты аланином, аргинином, валином и фенилаланином. Суммарное содержание ами-
нокислот в молодых стеблекорневых тубероидах на 38% превышает таковое в старых запасающих органах. Эти различия 
наиболее выражены для аргинина, что, вероятно, связано с запасной функцией этой аминокислоты, содержащей более 
30% азота. Полученные результаты свидетельствуют о перспективности дальнейших исследований аминокислотного 
состава D. maculata и могут характеризовать этот вид как источник ценных в лекарственном отношении веществ с ши-
роким спектром фармакологической активности. 
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Введение 

Растения семейства Orchidaceae с давних пор применяются в лекарственных целях. Порошок из вы-
сушенных клубней тубероидных орхидных, известный под названием «салеп», был включен как препарат 
в 7, 8 и 9 издания государственных фармакопей [1–3], в более поздних изданиях, в том числе в 13 издании 
фармакопеи (2015), клубни салепа (tuber salep) упоминаются как лекарственное растительное сырье/препа-
рат при описании процедуры отбора проб лекарственных средств и методик их анализа [4]. Салеп применяли 
как обволакивающее, противовоспалительное, обезболивающее, общеукрепляющее и тонизирующее сред-
ство. Его использовали также при заболеваниях дыхательных путей, желудочно-кишечного тракта, нервной 
системы и психических расстройствах. Обладая высокой энергетической ценностью, салеп рекомендовался 
ослабленным больным как питательное средство для стимуляции жизнедеятельности и иммунитета [5, 6]. 
Химический состав салепа изучен недостаточно. Известно, что подземные органы тубероидных орхидных 
содержат большое количество углеводов (глюкоманнаны, крахмал, пентозаны, сахароза), эфирное масло, 
алкалоиды, азотсодержащие соединения (мочевина) и др. [6]. Показано различное накопление углеводов и 
фенольных соединений в стеблекорневых тубероидах D. maculata в зависимости от характера процессов ро-

ста и развития, а также ряда экологических факто-
ров [7–9]. Кроме того, в растительном материале 
орхидных умеренного климата северного полуша-
рия установлено наличие кверцетина, кемпферола, 
хлорогеновой кислоты, что свидетельствует о вы-
соком потенциале его применения в фармакологии 
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[10]. Однако эти перспективы ограничиваются редкостью большинства видов орхидных и необходимостью 
их охраны в природных местообитаниях [11]. Например, вид Dactylorhiza maculata (L.) Soó включен в Евро-
пейский список краснокнижных сосудистых растений (LC категория), в Приложение II к конвенции CITES, 
а также в некоторые региональные Красные книги [12–14]. Способствовать решению проблемы использова-
ния орхидных в лекарственных целях и получению растительного материала редких видов должно приме-
нение биотехнологических методов выращивания их тканей и органов, а также целых растений из семян в 
искусственных системах, в том числе в культуре in vitro [5, 15, 16]. 

Высшие растения могут синтезировать все известные в настоящее время аминокислоты, в том числе 
протеиногенные, девять из которых – лизин, фенилаланин, гистидин, лейцин, изолейцин, метионин, валин, 
треонин, триптофан – являются «незаменимыми». В настоящее время для многих ценных в лекарственном и 
пищевом отношениях видов растений активно проводятся исследования содержания аминокислот [17–20]. 
Аминокислоты обладают широким спектром фармакологического действия, могут придавать другим веще-
ствам легкоусвояемую и безвредную форму, одновременно усиливая их эффект. Они повышают перспектив-
ность использования растительного сырья для создания новых лекарственных средств, применения в пищевой 
промышленности и в качестве биологически активных добавок. Аминокислоты являются важнейшими соеди-
нениями, выполняют каталитические, регуляторные, запасные, структурные, транспортные, защитные и дру-
гие функции [21, 22]. Так, триптофан является предшественником гетероауксина в метаболизме растений при 
триптофанзависимом синтезе, а метионин – фитогормона этилена. Содержание аминокислот – важный биохи-
мический показатель, применяемый для оценки состояния растительного организма, направлений и интенсив-
ности процессов жизнедеятельности. Накопление аминокислот может характеризовать жизнедеятельность 
растений в разных условиях, в том числе в стрессовых. Известно, что стресс-зависимая аккумуляция пролина 
является универсальной ответной реакцией растений на неблагоприятные воздействия [23].  

Работы по исследованию аминокислотного состава у орхидных немногочисленны. Так, изучение ли-
стьев восьми видов тропических и субтропических орхидных выявило существенные различия аминокис-
лотного состава между видами отдельных родов и близость внутри рода [24]. Работа с сортами Phalaenopsis 
в оранжерейной культуре демонстрирует обратно пропорциональную зависимость между содержанием ами-
нокислот в листе и цветоносе в процессе роста и развития [25]. Для наземной орхидеи умеренного климата 
северного полушария – D. maculata установлена способность накапливать триптофан и связанные формы 
аспарагиновой и глутаминовой кислот по сравнению с их свободными формами в формирующихся запаса-
ющих органах [26]. В тубероидах Gymnadenia conopsea выявлена новая непротеиногенная уреидозамещен-
ная аминокислота, описана ее химическая структура [27]. Для этого же вида установлено наличие взаимо-
связи между аминокислотным составом нектара, уровнем плодоношения и показателями опыления [28]. 
Имеющиеся данные позволяют характеризовать сродство изучаемых видов растений, участие аминокислот 
в регуляции процессов метаболизма,  роста и развития, но не формируют целостной картины об аминокис-
лотном составе редких видов орхидных. Исследования в этом направлении актуальны также для поиска но-
вых источников биологически активных веществ растительного происхождения с перспективой разработки 
отечественных фитопрепаратов. 

В связи с вышеизложенным целью исследования было определение аминокислотного состава надзем-
ных и подземных вегетативных органов тубероидного вида орхидных, произрастающего в природных усло-
виях центра Европейской России, – пальчатокоренника пятнистого Dactylorhiza maculata (L.) Soó 
(Orchidaceae). 

Экспериментальная часть 

Объектом исследования являлись генеративные особи пальчатокоренника пятнистого Dactylorhiza 
maculata (L.) Soó – многолетнего растения с ежегодно замещающимся подземным запасающим органом 
стеблекорневого происхождения – тубероидом (клубнем) [11]. D. maculata является наиболее многочислен-
ным и широко распространенным на территории Ярославской области видом орхидных [29]. Его стеблекор-
невой тубероид представляет ценность как продукт для получения лекарственного растительного сырья – 
«салепа» [6]. В России встречается в лесной зоне от Кольского полуострова до Среднего Поволжья, на Урале, 
в Западной и Средней Сибири (включая Красноярский край) [11]. В северной половине лесной зоны евро-
пейской части России D. maculata довольно обычен, южнее встречается значительно реже. Исследуемые 
растения произрастали в естественных условиях Центрально-Европейской России (Ярославская область) на 
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неохраняемой природной территории в осоково-разнотравном фитоценозе на дерново-подзолистой почве. 
Растительный материал собирали в фазу бутонизации (июнь 2017 г.), высушивали при температуре 120 °С 
в течение 40 мин и при температуре 80 °С до постоянной массы [30]. У генеративных особей отбирали не-
большие фрагменты надземных вегетативных органов (листьев и стеблей), а отдельные придаточные корни 
и части стеблекорневых тубероидов получали путем аккуратного подкапывания растений. Средняя биоло-
гическая проба включала образцы от 15 особей. Проведенный сбор растительного материала D. maculata 
является щадящим и не может нанести ущерба ценопопуляции, поскольку она отличалась высокой числен-
ностью (более 200 особей) и плотностью (в скоплениях до 20 особей на 1 м2), была представлена разновоз-
растными растениями. Известно, что однократное сенокошение не являются критическим для популяций 
луговых тубероидных орхидных [31], а надрезы их тубероидов могут инициировать ризореституционное 
размножение, приводящее к образованию нескольких молодых запасающих органов [32]. 

Анализ содержания аминокислот проводили на базе Ярославского государственного института каче-
ства сырья и пищевых продуктов методом зонного капиллярного электрофореза с помощью системы Agilent 
G7100A (США) с диодно-матричным детектором. Для определения белковых (протеиногенных) аминокис-
лот растительный материал подвергали кислотному гидролизу (6 М соляная кислота) при температуре 
110 °С в течение 16 ч, гидролизат фильтровали и проводили дериватизацию фенилизотиоционатом с целью 
получения N-фенилтиокарбамилпроизводных форм аминокислот. Вследствие разрушения триптофана при 
кислотном гидролизе для его определения использовали щелочной гидролиз, который разрушает большую 
часть других протеиногенных аминокислот. В связи с этим гидролиз проводили с использованием насыщен-
ного водного раствора гидроксида бария при температуре 110 °С в течение 16 ч. Гидролизат нейтрализовали 
серной кислотой, центрифугировали для осаждения хлопьев сульфата бария. В связи со способностью трип-
тофана флуоресцировать под воздействием УФ-света стадия дериватизации исключалась из проподготовки. 
В качестве электролита использовали раствор тетраборнокислого натрия с добавлением β-циклодекстрина 
(при определении триптофана β-циклодекстрин не добавляли). Регистрацию сигнала проводили в УФ-обла-
сти спектра. Соединения идентифицировали по времени миграции и методом добавки, содержание рассчи-
тывали по площадям пиков методом внешнего стандарта [33, 34]. 

Обсуждение результатов 

Результаты разделения аминокислот листьев  D. maculata при использовании кислотного гидролиза 
представлены на электрофореграмме (рис. 1). Необходимо отметить хорошее разделение пиков 14 амино-
кислот при введении в фоновый электролит β-циклодекстрина, что обусловлено образованием с аналитами 
комплексов включения и, как следствие, дополнительной дифференциацией свойств образуемых комплек-
сов. Время миграции исследуемых аминокислот находится в диапазоне с 17 по 34 мин, порядок выхода обу-
словлен их химической природой и, соответственно, разной электрофоретической подвижностью. Так, ар-
гинин и лизин, находящиеся в катионной форме, детектируются в первую очередь, остальные, представлен-
ные анионами, – позднее (рис. 1). Отсутствие на электрофореграмме аспарагиновой, глутаминовой кислот и 
цистеина связано, по-видимому, с их низкой электрофоретической подвижностью. Возможность определе-
ния этих аминокислот потребует в дальнейшем модификации методики. 

 

Рис. 1. Электрофореграмма аминокислот листьев D. maculata: кислотный гидролиз 
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Для определения триптофана в связи с частичным его разрушением под действием кислот проводили 
щелочной гидролиз растительного материала. Пик искомой аминокислоты при использованных условиях 
выходит на 16-й минуте анализа, что отражено на электрофореграмме (рис. 2). На рисунке одновременно 
присутствуют пики других соединений, по-видимому, также являющихся аминокислотами, но их разруше-
ние при щелочном гидролизе не позволяет провести полноценный количественный анализ этих веществ в 
выбранных экспериментальных условиях.  

Всего в результате исследования в вегетативных органах D. maculata выявлено 15 аминокислот 
(табл.). Среди них отмечено 9 «незаменимых» – лизин, фенилаланин, гистидин, лейцин, изолейцин, метио-
нин, валин, треонин и триптофан. Обнаруженные аминокислоты можно разделить на три функциональные 
группы – алифатические, ароматические и гетероциклические. Алифатические кислоты представлены пятью 
моноаминомонокарбоновыми (лейцин, изолейцин, валин, аланин, глицин), двумя оксимоноаминокарбоно-
выми (треонин, серин), двумя диаминомонокарбоновыми (аргинин, лизин) и одной серосодержащей (мети-
онин). Из ароматических аминокислот выявлены тирозин и фенилаланин. Гетероциклические кислоты пред-
ставлены гистидином, пролином и триптофаном. 

Установлено, что из выявленных аминокислот в растительном материале D. maculata максимальным 
суммарным содержанием отличается лейцин (42.8 мг/г сухой массы (рис. 3)). К группе аминокислот с высо-
ким общим уровнем относятся аланин (29.0 мг/г сухой массы), аргинин (27.5 мг/г сухой массы), валин (26.0 
мг/г сухой массы), фенилаланин (25.4 мг/г сухой массы). Повышенное суммарное содержание в исследован-
ном материале характерно для глицина (23.5 мг/г сухой массы), серина (23.2 мг/г сухой массы), пролина 
(21.3 мг/г сухой массы), треонина (20.1 мг/г сухой массы), изолейцина (20,0 мг/г сухой массы). Пониженное 
количественное содержание выявлено для лизина (16.2 мг/г сухой массы), тирозина (15.7 мг/г сухой массы), 
гистидина (13.0 мг/г сухой массы), минимальное для триптофана (6.4 мг/г сухой массы) и метионина (4.7 
мг/г сухой массы (рис. 3)). 

 

Рис. 2. Электрофореграмма аминокислот листьев D. maculata: щелочной гидролиз 

Содержание (мг/г сухой массы) и относительное соотношение (%) аминокислот в вегетативных органах 
D. maculata 

№ Аминокислоты Листья Стебель Придаточные 
корни 

Тубероиды 
Молодые Старые 

мг/г % мг/г % мг/г % мг/г % мг/г % 
1 Аргинин Arg 9.54 8.2 3.49 6.8 6.23 8.1 7.05 16.5 1,15 4,3 
2 Лизин Lys 5.85 5.0 2.77 5.4 2.27 3.0 3.06 7.1 2,20 8,3 
3 Тирозин Tyr 5.97 5.1 2.63 5.1 3.77 4.9 1.99 4.7 1,31 4,9 
4 Фенилаланин Phe 10.77 9.2 4.04 7.9 6.13 8.0 2.63 6.1 1,78 6,7 
5 Гистидин His 3.32 2.8 2.24 4.3 2.94 3.8 2.61 6.1 1,90 7,1 
6 Лейцин Leu 17.17 14.1 7.15 13.9 10.32 13.5 4.85 10.5 3,29 12,2 
7 Изолейцин Ile 7.72 7.2 3.52 6.8 5.09 6.6 2.08 5.7 1,55 6,0 
8 Метионин Met 1.43 1.2 0.82 1.6 0.97 1.3 1.04 2.4 0,42 1,6 
9 Валин Val 9.75 8.3 4.26 8.3 6.52 8.5 3.11 7.3 2,31 8,7 
10 Пролин Pro 8.68 7.4 3.77 7.3 5.14 6.7 1.91 4.5 1,78 6,7 
11 Треонин Thr 7.45 6.4 3.44 6.7 4.66 6.1 2.64 6.2 1,90 7,1 
12 Серин Ser 7.55 6.5 3.43 6.7 7.46 9.7 2.77 6.5 1,94 7,3 
13 Аланин Ala 10.45 8.9 4.84 9.4 7.71 10.0 3.63 8.5 2,36 8,9 
14 Глицин Gly 8.67 7.4 3.92 7.6 6.18 8.1 2.60 6.1 2,08 7,8 
15 Триптофан Trp 2.51 2.2 1.20 2.3 1.31 1.7 0.82 1.9 0,59 2,2 

Σ 116,9 100 51.5 100 76.7 100 42.8 100 26.6 100 
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Рис. 3. Суммарное содержание 
аминокислот в растительном материале 
D. maculata (мг/г сухой массы)  

Исследуемые органы D. maculata по уменьшению суммарного содержания аминокислот располага-
ются следующим образом: листья (116.9 мг/г сухой массы) – придаточные корни (76.7) – стебли (51.5) – 
молодые тубероиды (42.8) – старые тубероиды (26.6) (табл.). Вклад отдельных аминокислот в их суммарное 
содержание существенно различается. Например, доля метионина в листьях составляет 1.2%, а лейцина – 
14.1%. Во всех вегетативных органах за исключением молодых тубероидов преобладает содержание лей-
цина,  которое варьирует от 3.3 мг/г сухой массы в старых тубероидах до 17.2 мг/г сухой массы в листьях 
(табл.). В молодых тубероидах содержание лейцина (4.9 мг/г сухой массы) находится на втором месте после 
аргинина (7.1 мг/г сухой массы). При этом листья также характеризуются повышенным содержанием фе-
нилаланина, аланина, аргинина, валина, пролина и глицина; стебель – аланина, валина, фенилаланина и гли-
цина; придаточные корни – аланина, серина, валина, аргинина и глицина (табл.). 

Подземная сфера D. maculata представлена двумя стеблекорневыми тубероидами: молодым (форми-
рующимся в течение сезонного развития), активно накапливающим запасные вещества, и старым (зимовав-
шим), пластические вещества которого используются в текущем вегетационном периоде. Установлено, что 
суммарное содержание аминокислот в молодых тубероидах на 38% превышает таковое в старых запасающих 
органах (табл.). Эти различия наиболее выражены для аргинина (в 6 раз), что, вероятно, связано с запасной 
функцией этой аминокислоты, содержащей более 30% азота. 

Что касается относительного распределения аминокислот по вегетативным органам, то для всех них 
характерно наибольшее содержание в листьях D. maculata (рис. 4), что, очевидно, обусловлено спецификой 
синтезирующихся белков. Для разных аминокислот этот показатель варьирует от 26% (гистидин) до 42% 
(фенилаланин). В подземных органах соотношение аминокислот, как правило, оказывается в пользу прида-
точных корней (тирозин, фенилаланин, лейцин, изолейцин, валин, пролин, тирозин, серин, аланин, глицин). 
Эти значения меняются в пределах от 23% (тирозин) до 32% (серин). Однако пять аминокислот (аргинин, 
лизин, гистидин, метионин, триптофан) по количественному соотношению преобладают в системе запасаю-
щих органов с преимущественным накоплением в молодом тубероиде (рис. 4). 

Рис. 4. Распределение 
аминокислот по вегетативным 
органам D. maculata (%):  

 – листья,  – стебель,  

 – придаточные корни,  

 – молодые тубероиды,  

 – старые тубероиды  
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Выводы 

Впервые получены данные для надземных и подземных вегетативных органов D. maculata о содержа-
нии и соотношении аминокислот – соединений с широким спектром фармакологического действия. Выяв-
лено 15 аминокислот, из которых 9 являются незаменимыми (лизин, фенилаланин, гистидин, лейцин, изо-
лейцин, метионин, валин, треонин, триптофан). Наибольшее суммарное содержание аминокислот харак-
терно для листьев, наименьшее – для старых (зимовавших) тубероидов. Уровень аминокислот в молодых 
тубероидах на 38% превышает таковой в старых запасающих органах. Из выявленных аминокислот в расти-
тельном материале D. maculata максимальным суммарным содержанием отличается лейцин, минимальным 
– триптофан и метионин. Вегетативные органы также богаты аланином, аргинином, валином и фенилалани-
ном. Полученные результаты свидетельствуют о перспективности дальнейших исследований аминокислот-
ного состава данного вида и могут характеризовать его как источник ценных в лекарственном отношении 
веществ с широким спектром фармакологической активности. 
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Sechin E.N.1, Marakaev O.A.1*, Gavrilov G.B.2 AMINO ACID COMPOSITION OF VEGETATIVE ORGANS DACTY-
LORHIZA MACULATA (L.) SOÓ (ORCHIDACEAE) 

1 Yaroslavl State University. P.G. Demidov, ul. Sovetskaya, 14, Yaroslavl, 150000 (Russia),  
e-mail: marakaev@uniyar.ac.ru 
2 Yaroslavl State Institute of the Quality of Raw Materials and Food, Moskovsky Prospect, 76a, Yaroslavl, 150030 
(Russia) 
Amino acid composition of aboveground and underground vegetative organs of Dactylorhiza maculata (L.) Soó (Orchi-

daceae), one of the representatives of the tuberoid species of orchids growing under the natural conditions of the center of Euro-
pean Russia, was detected using the method of zone capillary electrophoresis. The presence of 15 amino acids in the plant mate-
rial, nine of them are «essential» (lysine, phenylalanine, histidine, leucine, isoleucine, methionine, valine, threonine, tryptophan) 
was established. The highest total amino acid content is characteristic of the leaves, the smallest for the old (wintered) caulorrhi-
zous tuberoids. Among the identified amino acids in the plant material of D. maculata, the maximum total content is of leucine, 
the minimum are of tryptophan and methionine. The vegetative organs are also rich in alanine, arginine, valine and phenylalanine. 
The total content of amino acids in young caulorrhizous tuberoids is 38% higher than that in old storage organs. These differences 
are most pronounced for arginine, which is probably due to the spare function of this amino acid, containing more than 30% 
nitrogen. The got data indicate the promise of further studies of the amino acid composition of D. maculata and can characterize 
this species as a source of medicinal valuable substances with a broad spectrum of pharmacological activity. 

Keywords: Orchidaceae, Dactylorhiza maculata, amino acid composition, capillary electrophoresis. 
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