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Аннотация. Методом ВЭЖХ-МС/МС без предварительной дериватизации определено 17 ами-
нокислот и 2 амида моноаминодикарбоновых кислот в подземных и надземных органах арктоуса 
альпийского. Отмечено, что их больше всего накапливалось в цветках и весенних листьях с преоб-
ладанием моноаминодикарбоновых кислот, их амидов и пролина.
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Abstract. By HPLC-MS/MS without prior derivatization defined amino acid composition of overground 
and underground organs of Arctous alpina. 19 amino acids are identified, with their large content in flowers 
and spring leaves, with predominance of monoamindicarbon acids and their amids, proline.
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Арктоус альпийский (Arctous alpina (L.) Nied-
enzu) – арктоальпийский вид семейства вереско-
вые, сохраняющий генетическое разнообразие, 
несмотря на изменения климата, и занимающий 
широкий ареал обитания в Арктике. Его листья – 
суррогат толокнянки, настои из них используют 
в народной медицине в качестве мочегонного и 
уросептического средства. Кроме того, вызывают 
интерес сведения последних лет об эффективном 
применении арктоуса в комплексном восстанови-
тельном лечении хронического бронхита, после-
ожогового келоида, флегмон полости рта [1,2,3]. 
Химический состав растения изучен в недоста-
точной мере.

 При проведении фитохимического анализа раз-
личных органов арктоуса нами обнаружены разноо-
бразные биологически активные вещества вторичного 
обмена (арбутин, урсоловая, галловая, аскорбиновая и 
хлорогеновая кислоты, кверцетин, рутин). Вместе с 
тем, вещества первичного обмена, в частности амино-
кислоты, не изучены.

Свободные аминокислоты играют особую роль в 
протекторно-адаптивных механизмах растения. Они 
обеспечивают регуляцию осмотического давления, 
детоксикацию свободного аммиака, поставку углево-

дородных скелетов для энергетического обмена в рас-
тительной клетке. 

 Отдельные аминокислоты используют в качестве 
лекарственных препаратов, они входят в состав раз-
личных биологически активных добавок к пище. Так, 
пролин находит применение при механических по-
вреждениях и воспалительных заболеваниях кожи и 
слизистых [4], глютаминовая кислота – для регуляции 
метаболических процессов в ЦНС, аспарагиновая 
кислота выпускается в виде средства для паренте-
рального питания.

Цель исследования – провести сравнительное из-
учение аминокислотного состава различных органов 
арктоуса.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектами исследования служили корни, по-

беги, весенние и осенние листья, цветки и плоды 
арктоуса альпийского, заготовленные  в 2012 г. в 
Мурманской области.

Исследования проводили на приборе AB Sciex 
Qtrap 3200 (USA).

При разработке методики прямого определения 
аминокислот методом ВЭЖХ-МС/МС без деривати-
зации нами проведены исследования по  оптимизации 
условий масс-спектрометрического детектирования и 
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подобраны оптимальные условия хроматографическо-
го разделения.

При оптимизации условий тандемного масс-
спектрометрического детектирования аминокис-
лот нами выявлено влияние параметров, ответ-
ственных за осуществление функционирования 
квадруполей в масс-детекторе (потенциал де-
кластеризации, входной потенциал на нулевом 
квадруполе масс-анализатора, энергия фрагмен-
тации) и выбраны для него оптимальные пары 
MRM переходов (таблица 1).

Критерием выбора оптимальных значений по-
тенциала декластеризации и входного потенциала 
на нулевом квадруполе масс-спектрометрического 
детектора являлась максимальная интенсивность 
молекулярного иона на масс-спектре. Варьиро-
вание входного потенциала преимущественно 
не оказывало существенного влияния на количе-
ство протонированных или депротонированных 
молекул анализируемых веществ, попадающих в 
детектор. В связи с чем его значение, равное ±10 
В, выбрано постоянным для всех определяемых 
аминокислот.

При последующей оптимизации масс-
спектрометрического детектирования амино-
кислот, заключающейся в выборе подходящих 
MRM переходов, исследовали влияние энергии 
фрагментации (CE) в камере соударения масс-
спектрометра на характер спектра дочерних ио-
нов, образующихся при распаде протонированно-
го молекулярного иона, и их интенсивность.

В качестве неподвижной фазы при хромато-масс-
спектрометрическом  определении аминокислот в 
анализируемых образцах служила колонка с обраще-
но-фазовым сорбентом Acclaim RSLC, длиной 150 
мм, внутренним диаметром 2.1 мм, размером зерна 
сорбента 3 мкм (фирма «Thermo») с  использованием 
программы градиентного элюирования, в условиях 
которой коэффициент емкости (k) для аминокис-
лот находился в диапазоне от 1 до 3 и являлся при-
емлемым для хроматографического анализа. Объем 
вводимой с помощью шприцевого насоса пробы со-
ставлял 0.020 мл; температура термостата колонки 
– 25 ºС; скорость подачи элюента – 0.200 мл/мин. В 
качестве элюента применяли смесь из 0,5% водного 
раствора муравьиной кислоты (элюент А)  и ацето-
нитрила (элюент Б). Состав подвижной фазы в соот-
ветствии с программой градиентного элюирования 
изменялся следующим образом: 0.00 – 10.00 мин. - 1 
% элюента Б; 10.00 мин – 11.00 мин. - 1 – 90 % Б; 
11.01 – 17.00 мин. - 90 % Б; 17.01 – 18.00 мин. - 90 - 1 
% Б;18.01 – 25,00 мин. - 1 % Б.

Перед хроматографическим анализом образ-
цов готовили серию стандартных растворов в вы-
бранном интервале и строили градуировочную 
зависимость в диапазоне содержания отдельных 
аминокислот 100-3000 нг/мл. 

После определения условий детектирования 
и выбора оптимальных условий разделения про-
вели  хромато-масс-спектрометрическое опреде-
ление аминокислот в анализируемых образцах. В 
качестве критерия их наличия в пробах использо-
вали время удерживания и совпадение двух пар 
выбранных ионных переходов, соответствующих 
определяемому компоненту. Глицин на хромато-
граммах  не обнаруживался  из-за слишком низкой 
чувствительности его детектирования.  Содержа-
ние каждой  аминокислоты в анализируемых об-
разцах рассчитывали согласно уравнениям граду-
ировочных графиков.

На основании изложенного нами проанализи-
рованы образцы корней, побегов, листьев, цвет-
ков и плодов арктоуса альпийского и определено 
содержание аминокислот в каждом из них. В ходе 
пробоподготовки перед хроматографическим ана-
лизом  к навескам (0.100) измельченных отдель-
ных видов сырья надземных и подземных органов 
добавляли 2 мл смеси спирт этиловый - вода (7:3) 
и проводили экстракцию в течение 30 минут на 
ультразвуковой бане. Полученные извлечения раз-
бавляли пятикратным количеством воды очищен-
ной. Их очистку проводили центрифугированием 
в течение 4 минут при 16 000 об/мин и пропуска-
нием через 0.45 мкм фильтр. Очищенные раство-
ры отбирали в виалы для ВЭЖХ-МС/МС анализа, 
результаты которого представлены в таблице 2.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В анализируемых образцах  нами определено 

17 аминокислот и 2 амида моноаминодикарбоно-
вых кислот (таблица 2), из них в сумме и в отдель-
ности преобладало 12 заменимых аминокислот и 
их производных (Ala, Arg, Asn, Asp, His, Gln, Glu, 
Pro, Ser, Tyr, Trp, Cys), чем 7 незаменимых (Val, 
Ile, Leu, Lys, Met, Thr, Phe). В ряду выявленных 
аминокислот независимо от органа в суммарном 
выражении более интенсивно накапливались мо-
ноаминодикарбоновые кислоты и их амиды. Боль-
ше всего общей суммы аминокислот содержалось 
в весенних листьях и цветках, что, по-видимому, 
связано с высокой скоростью метаболических 
процессов в них. Значительно меньшее её содер-
жание отмечено в побегах, ещё меньше в корнях, 
осенних листьях и особенно в плодах (таблица 2).

Фурса Н. С., Ермолаева О. М., Таланов А. А.
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Таблица 1 
Оптимальные условия масс-спектрометрического детектирования аминокислот

Аминокислота и её символ
m/z Потенциал декла-

стеризации (DP), В
Входной потен-

циал (EP), В
Энергия соударений 

(CE), Вm/z1 m/z2

Аланин (Ala)
90.5 44

20 10 20
90.5 72

Аргинин (Arg)
175 70

28 10 20
175 116

Аспарагин (Asn) 133 74 19 10 19
Аспарагиновая кислота (Asp) 134 74 19 10 19

Валин (Val)
118 72

17 10 17
118 77

Гистидин (His) 156 110 19 10 19
Глицин (Gly) 76 30 15 10 10

Глютамин (Gln)
147 130

16 10 16
147 84

Глютаминовая кислота (Glu)
148 56

20 10 20
148 84

Изолейцин (Ile)
132 57

21 10 21
132 56

Лейцин (Leu)
132 86

19 10 15
132 43

Лизин (Lys)
147 130

16 10 16
147 84

Метионин (Met)
150 104

19 10 19
150 133

Пролин (Pro) 116 70 19 10 19

Серин (Ser)
106 60

20 10 20
106 88

Тирозин (Tyr) 182 165 19 10 19

Треонин (Thr)
120.5 74

20 10 10
120.5 102

Триптофан (Trp) 205 188 19 10 19
Фенилаланин (Phe) 166 120 19 10 19

Цистеин (Cys)
122 74

19 10 19
122 88

Из данных, приведенных в таблице 2, видно, 
что в анализируемых органах, особенно в цветках 
и весенних листьях, обнаружено преимуществен-
ное накопление основных «стрессовых» амино-
кислот [5]: пролина (больше всего в весенних ли-
стьях), аспарагиновой, глютаминовой кислот и их 
амидов, валина и аланина (больше всего в цвет-
ках). Следует отметить, что пролин принимает 
участие в общем адаптивном ответе растительно-
го организма на стрессоры, а его выраженная спо-

собность к накоплению обеспечивает растению 
солетолерантность. В стрессовых ситуациях про-
лин синтезируется de novo по глютаматсинтазно-
му пути. Возможно, для его высокого содержания 
необходимо достаточное количество глютамата 
[6,7]. Глютамин и аспарагин - более устойчивые 
соединения, чем соответствующие им дикарбоно-
вые аминокислоты. Они не подвергаются окисли-
тельному дезаминированию и являются резервом 
дикарбоновых аминокислот в растении. В опреде-

Хромато-масс-спектрометрическое определение аминокислотного состава
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Таблица 2 
Содержание аминокислот в различных органах арктоуса

Аминокислота
Орган, содержание в мкг/г

Корни Побеги Листья 
весенние

Листья 
осенние Цветки Плоды

Моноаминомонокарбоновые кислоты
Аланин 5.0 3.6 24.2 <1 34.4 <1
Валин* 1.3 <1 41.8 2.7 60.4 <1
Изолейцин* <1 <1 25.2 3.0 45.5 <1
Лейцин* <1 <1 9.8 2.5 17.4 <1
Метионин* <1 <1 <1 <1 <1 <1
Серин 2.6 2.1 8.4 2.4 12.3 1.3
Тирозин <1 <1 <1 <1 <1 <1
Треонин* <1 <1 <1 <1 <1 <1
Фенилаланин* <1 <1 <1 <1 <1 <1
Цистеин <1 <1 <1 <1 <1 <1

Моноаминодикарбоновые кислоты
Аспарагиновая кислота 1.3 3.1 46.6 1.1 74.8 <1
Глютаминовая кислота 54.4 77.2 51.9 14.0 138.0 <1

Амиды моноаминодикарбоновых кислот
Аспарагин <1 <1 133.1 1.1 200.5 <1
Глютамин 13.6 2.0 79.8 22.8 237.0 <1

Диаминомонокарбоновые кислоты
Аргинин 36.5 49.6 24.8 0.8 115.2 <1
Лизин* 1.7 1.1 4.2 1.1 5.2 1.2

Гетероциклические кислоты
Гистидин <1 1.1 5.5 4.5 29.1 <1
Пролин 2.6 1.4 222.0 10.3 154.0 <1
Триптофан <1 <1 <1 <1 <1 <1

Примечание: * незаменимые аминокислоты.

ленной мере процесс их образования происходит 
при детоксикации свободного аммиака [5] .

Изложенные данные позволяют заключить, 
что аминокислотный состав  различных органов 
и накопление в них отдельных соединений, ве-
роятно, обусловлены местами произрастания и 
особенностями развития арктоуса как высокоре-
зистентного вида.

ВЫВОДЫ
1. Разработана методика количественного 

определения аминокислот в надземных и подзем-
ных органах арктоуса альпийского без предвари-
тельной дериватизации методом ВЭЖХ-МС/МС 
после проведения оптимизации условий масс-
спектрометрического детектирования и выбора 
оптимальных условий хроматографического раз-
деления.

2. В анализируемых образцах  определено 17 
аминокислот и 2 амида моноаминодикарбоновых 
кислот, из них в сумме и в отдельности в большей 
мере содержались  заменимые аминокислоты и 

их производные (Ala, Arg, Asn, Asp, His, Gln, Glu, 
Pro, Ser, Tyr, Trp, Cys), чем незаменимые (Val, Ile, 
Leu, Lys, Met, Thr, Phe). 

3. Сумма аминокислот в цветках и весенних 
листьях, более половины которой составляли про-
лин,  аспарагин и глютамин, значительно выше, 
чем в других органах. 
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