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Проведена оценка влияния аминокислот (фенилаланина и тирозина) 
на рост и содержание биологически активных веществ в культуре боро-
датых корней Hyssopys officinalis. Исследование влияния аминокислот на 
прирост сырой биомассы бородатых корней H. officinalis показало, что 
при внесении в питательную среду фенилаланина и тирозина в концен-
трации 1 мкМ наблюдался максимальный прирост биомассы. Содержание 
биологически активных веществ в бородатых корнях H. Officinalis, та-
ких как фенольные соединения, флавоноиды, гидроксикоричные кислоты, 
и антиоксидантная активность экстрактов были выше при внесении в 
питательную среду тирозина по сравнению с добавками фенилаланина.

The research evaluates the effect of amino acids (phenylalanine and tyros-
ine) on the growth and content of biologically active substances in the cul-
ture of bearded roots of Hyssopys officinalis. The study of the effect of amino 
acids on the growth of raw biomass of bearded roots of H. officinalis showed 
that when phenylalanine and tyrosine were introduced into the nutrient me-
dium at a concentration of 1 μM, the maximum increase in biomass was ob-
served. The content of biologically active substances in the bearded roots of 
H. officinalis, such as phenolic compounds, flavonoids, hydroxycinnamic acids 
and the antioxidant activity of extracts, were higher when tyrosine was intro-
duced into the nutrient medium compared with phenylalanine supplements.
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Введение

В настоящее время растет спрос на получение лекарственных ве-
ществ из растений, однако существуют ограничения в их использовании 
для данной цели. Это связано в первую очередь с сезонностью, ареалом 
произрастания и отсутствием обилия растительного материала. Поэто-
му использование подходов in vitro для ускорения получения нужных 
биологически активных веществ является актуальным. 
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Для исследования было выбрано растение семейства Lamiaceae — ис-
соп лекарственный (Hyssopus officinalis L.). В его состав входят эфирные 
масла, полифенолы, кислоты (хлорогеновая, пара-гидроксибензойная, 
протокатехиновая, феруловая, сиринговая, ванилиновая, пара-кумари-
новая, розмариновая, кофейная), флаваноиды, полисахариды, дубиль-
ные вещества, пигменты и смолы [1]. 

Биологически активные вещества, содержащиеся в иссопе лекар-
ственном, обладают антиоксидантным, противосудорожным, противо-
грибковым, противомикробным, антигемолитическим, противоязвен-
ным и спазмолитическим свойс твами [2—4].

Потенциальным источником биологически активных веществ мо-
жет стать культура бородатых корней благодаря их генетической ста-
бильности и относительно быстрому росту. К тому же культивирование 
бородатых корней не требует наличия в среде регуляторов роста, кото-
рые являются токсичными и присутствие которых в конечном продукте 
недопустимо. Для того чтобы содержание лекарственных веществ в ис-
пользуемой культуре было максимальным, необходимо подбирать опре-
деленные условия. Одним из способов повышения продукции вторич-
ных метаболитов является внесение в среду их предшественников [5]. 

В связи с этим целью настоящего исследования стало изучение влия-
ния различных концентраций аминокислот фенилаланина и тирозина 
на рост и биосинтез вторичных метаболитов культуры бородатых кор-
ней H. officinalis.

Материалы и методы исследования

В качестве объекта исследования была использована культура боро-
датых корней H. officinalis, полученная инокуляцией в суспензии штам-
ма 8196 Agrobacterium rhizogenes. Культура выращивалась в колбе с жид-
кой средой Гамборга (B5) [6].

Оценка влияния аминокислот на рост культуры бородатых кор-
ней. В 50 мл среды B5 добавляли фенилаланин и тирозин в концентра-
ции 1, 10, 100, 500 и 1000 мкМ в трех повторностях. В колбы помещали 4 г 
сырой биомассы бородатых корней и культивировали в течение 30 дней 
на орбитальном шейкере (100 об./мин) при температуре 25 ° C в темноте 
[7]. По истечении данного времени взвешивали сырую биомассу. Куль-
туры сушили в лиофильной сушке Triad фирмы Labconco. Лиофилизи-
рованные корни хранили в морозилке при –18 ° C. 

Получение экстрактов. В фарфоровой ступке растирали 0,5 г сухой 
биомассы бородатых корней и количественно переносили в колбы на 
100 мл, добавляли 45 мл 70 %-ного этанола. Мацерацию проводили в те-
чение суток на орбитальном шейкере (100 об./мин). После содержимое 
колб переливали в пробирки и центрифугировали в течение 20 мин при 
3900 g на центрифуге Eppendorf 5810R. Далее супернатант переливали в 
мерную колбу на 50 мл и доводили объем 70 %-ным этанолом до метки. 

Суммарное содержание фенольных соединений. Определение об-
щего содержания фенольных соединений проводилось спектрофотоме-
трическим методом с использованием реактива Фолина — Чокальтеу [8]. 
Для этого к 100 мкл экстракта добавляли 300 мкл реактива Фолина — Чо-
кальтеу, 3 мл 11,5 %-ного раствора карбоната натрия, 2,6 мл дистиллиро-



Биология, биотехнология и экология

100

ванной воды и перемешивали. В качестве раствора сравнения исполь-
зовали дистиллированную воду. Через 20 мин измеряли поглощение 
растворов при длине волны 720 нм на спектрофотометре UNICO 1201. 
В качестве калибровочного стандарта использовали галловую кислоту. 
Суммарное содержание фенольных соединений оценивали по кали-
бровочной кривой и выражали в мг эквивалентов галловой кислоты на 
грамм сухой массы.

Определение общего содержания гидроксикоричных кислот. 
Суммарное содержание гидроксикоричных кислот оценивали спек-
трофотометрическим методом с использованием реактива Арно [9; 10]. 
К 1 мл растительного экстракта или стандартного раствора добавляли 
2 мл 0,5 М HCl, 2 мл реагента Арно и 2 мл 8,5 %-ного NaOH. Весь объем 
раствора доводили до 10 мл дистиллированной водой. Раствор сравне-
ния готовился отдельно для каждого экстракта без добавления реактива 
Арно. Поглощение растворов измеряли при 505 нм на спектрофотоме-
тре UNICO 1201. Для построения калибровочного графика использова-
лась розмариновая кислота. Суммарное содержание гидроксикоричных 
кислот оценивали по градуировочной кривой и выражали в мг эквива-
лентов хлорогеновой кислоты на грамм сухой массы.

Определение суммарного содержания флавоноидов. Общее со-
держание флавоноидов определяли спектрофотометрическим мето-
дом (UNICO 1201) на основе реакции комплексообразования с хлори-
дом алюминия [11]. Для этого к 1 мл экстракта добавляли 2 мл 2 %-ного 
раствора алюминия хлорида в 95 %-ном этаноле, 1 каплю разведенной 
уксусной кислоты и доводили объем раствора до 10 мл 95 %-ным этано-
лом. Раствор сравнения готовился для каждого экстракта без добавления 
2 %-ного раствора хлорида алюминия. Через 30 мин измеряли поглоще-
ние растворов при 410 нм. В качестве калибровочного стандарта исполь-
зовали рутин. Общее содержание флавоноидов выражали в мг эквива-
лентов рутина на грамм сухой массы.

Определение антиоксидантной активности. Антиоксидантную ак-
тивность оценивали по методу DPPH (2,2-дифенил-1-пикрилгидразил) 
[12]. Для анализа брали 10, 20, 30 мкл экстракта и добавляли 2,85 мл рас-
твора DPPH. Объем доводили до 3,1 мл этиловым спиртом. В качестве 
раствора сравнения вместо экстракта использовали смесь, содержащую 
раствор DPPH и 70 %-ный этанол. Растворы оставляли на 60 мин в тем-
ном месте, после чего измеряли снижение поглощения при 515 нм на 
спектрофотометре UV-3600 (Shimadzu, Япония). Для построения кали-
бровочного графика использовалась аскорбиновая кислота. Антиокси-
дантную активность выражали в мг эквивалентов аскорбиновой кисло-
ты на грамм сухой массы.

Статистический анализ. Статистическая обработка полученных 
экспериментальных данных проводилась с использованием программы 
IBM SPSS Statistics 23. Для проверки на нормальность распределения вы-
борок использовали критерий Шапиро — Уилка. Для сравнения сред-
них значений в выборках и оценки значимости различий использовали 
параметрический однофакторный дисперсионный анализ (ANOVA) с 
апостериорным критерием Тьюки (р ≥ 0,05) и непараметрический крите-
рий Краскала — Уоллиса.
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Результаты и обсуждение

Оценка влияния аминокислот на рост культуры бородатых кор-
ней. В некоторых исследованиях сообщалось, что высокие концентра-
ции фенилаланина и тирозина в значительной степени предотвращают 
рост клеток [13]. Наши результаты показали, что с увеличением в пи-
тательной среде концентрации тирозина (ANOVA, F ≥ 38,811; р ≤ 0,001) и 
фенилаланина (ANOVA, F ≥ 5,071; р ≤ 0,05) уменьшается прирост сырой 
биомассы бородатых корней (рис. 1). 

 а                                                                        б

Рис. 1. Влияние различных концентраций аминокислот фенилаланина (а) 
и тирозина (б) на прирост сырой биомассы культуры бородатых корней 

H. officinalis (разными буквенными индексами обозначены 
статистически различающиеся данные (ANOVA, р ≤ 0,05))

При анализе литературы не было найдено информации о влиянии 
аминокислот на рост H. officinalis. Однако в исследовании [14] о влиянии 
фенилаланина на культуру бородатых корней Taxus x media var. Hicksii 
наибольшая сухая биомасса зафиксирована при добавлении 1 мкМ фе-
нилаланина (6,2 ± 0,4 г).

Как видно из рисунка 1, наибольший прирост сырой биомассы бо-
родатых корней H. officinalis также наблюдался в среде с добавлением 
1 мкМ фенилаланина (11,1 ± 2,3 г) и тирозина (10,9 ± 2,0 г). Наименьший 
прирост сырой биомассы отмечался при добавлении в среду 1000 мкМ 
тирозина (0,9 ± 0,5 г).

Химический анализ

Анализ литературы показал, что в H. officinalis содержатся полифе-
нольные соединения, включая флавоноиды лютеолин, диосмин, квер-
цетин, апигенин и их глюкозиды, а также некоторые фенольные кисло-
ты, такие как кофейная, п-гидроксибензойная, сиринговая, феруловая, 
протокатеховая, розмариновая и хлорогеновая [2].
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В результате проведенного анализа установлено увеличение содер-
жания фенольных соединений в бородатых корнях при добавлении в 
питательную среду большей концентрации тирозина (ANOVA, F ≥ 59,6, 
p ≤ 0,05) (рис. 2). 

Как видно из рисунка 2, б, высокое содержание фенольных соедине-
ний наблюдалось при концентрации тирозина 500 мкМ (44,4 ± 4,9 мг/г) 
и 1000 мкМ (40,3 ± 2,8 мг/г), что почти в 2,5 раза превышает содержание в 
контроле (17,1 ± 4,4 мг/г).

Рис. 2. Влияние различных концентраций аминокислот фенилаланина (а) 
и тирозина (б) на суммарное содержание фенольных соединений в культуре  

(разными буквенными индексами обозначены  
статистически различающиеся данные (ANOVA, р ≤ 0,05))

В среде с добавлением фенилаланина (ANOVA, F ≥ 4,4, p ≤ 0,05) наи-
большее статистически значимое содержание фенольных соединений 
зафиксировано при концентрации 1000 мкМ (26,2 ± 4,9 мг/г), а наимень-
шее при концентрации 1 мкМ (16,2 ± 5,0 мг/г). 

По данным [2], в нативном растении H. officinalis общее содержание 
фенольных соединений составляет 4,70 ± 0,04 мг/г, что значительно 
ниже содержания в исследуемой культуре бородатых корней.

Исследование влияния различных концентраций аминокислот на 
содержание гидроксикоричных кислот показало, что с увеличением в 
питательной среде концентрации тирозина наблюдается статистически 
значимое (ANOVA, F ≥ 32,9, p ≤ 0,05) повышение содержания гидроксико-
ричных кислот в культуре бородатых корней H. officinalis (рис. 3).

В свою очередь, при внесении в питательную среду различных кон-
центраций фенилаланина не выявлено статистически значимых разли-
чий (ANOVA, F ≥ 0,2; p > 0,05) в содержании гидроксикоричных кислот в 
культуре бородатых корней H. officinalis.

Как видно из рисунка 3, наибольшее содержание гидроксикоричных 
кислот наблюдалось при концентрации в питательной среде 500 мкМ ти-

 а                                                                      б
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розина (9,1 ± 1,8 мг/г) и 1000 мкм фенилаланина (4,4 ± 0,2 мг/г). Наимень-
шее содержание гидроксикоричных кислот зафиксировано при концен-
трации 1 мкМ фенилаланина (3,9 ± 1,7 мг/г) и тирозина (4,7 ± 0,2 мг/г).

Рис. 3. Влияние различных концентраций аминокислот  фенилаланина (а) 
и тирозина (б) на содержание гидроксикоричных кислот  

в культуре бородатых корней H. officinalis   
(разными буквенными индексами обозначены  

статистически различающиеся данные (ANOVA, р ≤ 0,05))

Розмариновая кислота является одним из наиболее распространен-
ных эфиров кофейной кислоты, встречающихся, в частности, в семей-
ствах Lamiaceae. Согласно литературным данным [15], содержание роз-
мариновой кислоты в трансформированных корнях H. officinalis, куль-
тивируемых в среде B5 с содержанием 10 %-ной сахарозы, составило 
1,66 ± 0,14 мг/г, а количество других фенольных кислот колебалось от 
0,05 до 21 мг на 100 г сухих корней. 

Были установлены статистически значимые различия (ANOVA, 
F ≥ 11,3; p ≤ 0,05) в содержании флавоноидов в трансформированных 
корнях H. officinalis при повышении концентрации тирозина в питатель-
ной среде, однако анализ не показал статистически значимых различий 
в содержании флавоноидов в бородатых корнях с добавлением различ-
ных концентраций фенилаланина в питательную среду (ANOVA, F ≥ 2,4; 
p > 0,05) (рис. 4).

При химическом анализе надземных частей нативного растения 
H. officinalis [16] выявлено общее содержание флавоноидов — 0,075 мг/г. 
В другом исследовании [2] количественное содержание флавоноидов в 
растении определено как 1,300 ± 0,001 мг/г, что сопоставимо с резуль-
татами нашего исследования. Так, например, наибольшее содержание 
(1,8 ± 0,5 мг/г) флавоноидов отмечено при концентрации в питатель-
ной среде 1000 мкМ тирозина. В свою очередь, наименьшее содержа-
ние флавоноидов зафиксировано при концентрации 1 мкМ тирозина 
(0,6 ± 0,3 мг/г) и 1 мкМ фенилаланина (0,6 ± 0,3 мг/г).

 а                                                                      б
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Рис. 4. Влияние различных концентраций аминокислот фенилаланина (а) 
и тирозина (б) на содержание флавоноидов  

в культуре бородатых корней  H. officinalis (разными буквенными индексами 
обозначены статистически различающиеся данные (ANOVA, р ≤ 0,05))

Было установлено наличие значимых различий (ANOVA, F ≥ 19,8; 
p ≤ 0,001) в повышении антиоксидантной активности экстрактов борода-
тых корней с увеличением концентраций тирозина в питательной среде 
(рис. 5). При культивировании бородатых корней на средах с различ-
ными концентрациями фенилаланина значимых различий (ANOVA, 
F ≥ 2,4; p > 0,05) в антиоксидантной активности выявлено не было.

Рис. 5. Влияние различных концентраций аминокислот фенилаланина (а) 
и тирозина (б) на антиоксидантную активность культуры бородатых корней 

H. officinalis (разными буквенными индексами обозначены статистически  
различающиеся данные (ANOVA, р ≤ 0,05))

 а                                                                      б
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Показано, что наибольшая антиоксидантная активность наблюдалась 
у экстрактов бородатых корней (189 ± 27 мг-экв. аскорбиновой кисло-
ты/г), культивируемых на среде с внесением тирозина в концентрации 
1000 мкМ. Наименьшая антиоксидантная активность — на среде с добав-
лением тирозина (78 ± 15 мг-экв. аскорбиновой кислоты/г) и фенилала-
нина (51 ± 33 мг-экв. аскорбиновой кислоты/г) в концентрации 1 мкМ.

Во многих исследованиях сообщается о высокой антиоксидантной 
активности H. officinalis [2; 4; 17]. Пятидесятипроцентная ингибирующая 
концентрация (IC50) для поглощения DPPH составила 148,8 ± 4,31 мкг/ 
мл для цветов, 208,2 ± 6,45 мкг/мл для листьев и 79,9 ± 2,63 мкг/мл для сте-
блей [2].

Заключение

Оценка влияния аминокислот на рост культуры бородатых корней 
H. officinalis показала, что высокие концентрации тирозина и фенилала-
нина уменьшают прирост сырой биомассы. Показано увеличение био-
синтеза фенольных соединений при внесении в питательную среду вы-
соких концентраций фенилаланина и тирозина. 

Было установлено, что с повышением концентрации тирозина в пи-
тательной среде увеличивалось содержание гидроксикоричных кислот 
и флавоноидов в бородатых корнях H. officinalis и антиоксидантная ак-
тивность исследуемых экстрактов. В свою очередь, при внесении в пита-
тельную среду различных концентраций фенилаланина содержание ги-
дроксикоричных кислот, флавоноидов и антиоксидантная активность 
статистически значимо не изменялись.

На основании полученных данных можно рекомендовать добавле-
ние в питательную среду тирозина в исследованных концентрациях для 
повышения синтеза вторичных метаболитов в культуре бородатых кор-
ней Hyssopus officinalis L.
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