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Предложена оптимизированная для условий массовых измерений модифицированная методика 
определения свободного пролина нингидриновым методом в растительных объектах. Новая модификация 
известного метода характеризуется большей простотой, экспрессивностью и безвредностью для 
исследователя. Показано применение данной методики для оценки динамики изменений содержания 
аминокислоты пролина в листьях лоха узколистного (Elaeagnus angustifolia L.) и солероса европейского 
(Salicornia europaea L.), которые произрастают на участках побережья гиперсоленого Куяльницкого лимана 
в условиях засоления почв NaCl. 
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Запропонована оптимізована для умов масових вимірювань модифікована методика визначення вільного 
проліну нінгідриновим методом в рослинних об'єктах. Нова модифікація відомого методу характеризується 
більшою простотою, експресивністю і нешкідливістю для дослідника. Показано застосування цієї методики 
для оцінки динаміки змін вмісту амінокислоти проліну в листках маслинки вузьколистої (Elaeagnus 
angustifolia L.) та солеросу європейського (Salicornia europaea L.), які ростуть на ділянках узбережжя 
гіперсолоного Куяльницького лиману в умовах засолення грунтів NaCl. 
 
Ключові слова: модифікований метод Бейтса, пролін, нінгідринова реакція, Elaeagnus angustifolia L., 
Salicornia europaea L., стрес-реакції, адаптація. 

 

A modified method for determination of proline in plants  
G.N.Shihalyeyeva, A.K.Budnyak, I.I.Shihalyeyev, O.L.Ivaschenko 

 
It is known that the reaction of plants to stress can be judged by proline concentration in their bodies. There has 
been proposed optimized for mass measurements, modified method for determination of free proline by ninhydrin 
method in plants. The new modification of the known method is characterized by greater simplicity, 
expressiveness and harmlessness for researchers. It has been shown application of this technique for the 
assessment of changes in the amino acid proline content in the leaves of Elaeagnus angustifolia L. and Salicornia 
europaea L., which grow in coastal areas of hypersaline Kuyalnik estuary, with high soil salinity by NaCl. 
 
Key words: modified Bates method, proline, ninhydrin reaction, Elaeagnus angustifolia L., Salicornia europaea 
L., stress response, adaptation.  
 
Введение 
Одним из основных биохимических показателей, по которому судят о процессах, происходящих 

у растений с точки зрения их реакции на стресс, в том числе и с экологической точки зрения, – это 
содержание аминокислоты пролина в растительной массе.  

Пролин (про, pro, P) – гетероциклическая аминокислота, содержание которой увеличивается 
многократно при стрессовых воздействиях. Накопление пролина помогает растениям адаптироваться 
к неблагоприятным условиям, защищая от инактивации белки, ДНК, ряд ферментов и других 
важнейшие клеточные компоненты. Одним из химических свойств пролина является его способность 
«тушить» синглетный кислород (1O2) и гидроксил радикал (OH*). Заметное увеличение содержания 
свободного пролина в различных органах растений при стрессах вызывает интерес многих 
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исследователей в связи с возможностью использования этого показателя в качестве биохимического 
маркера в защитных реакциях растений (Невмержицкая, Тимофеева, 2012). Вместе с тем, до сих пор 
отсутствуют систематические исследования проявления антиоксидантных свойств пролина и его роли 
в поддержании редокс-гомеостаза клеток при накоплении АФК у растений-галофитов, 
адаптированных к стрессам и аккумулирующих пролин в высоких концентрациях. Динамика 
колебаний содержания пролина в растениях в условиях хлоридного засоления среды может служить 
отражением устойчивости растительных клеток. Поэтому задачи разработки и усовершенствования 
методик для простого, удобного и надежного определения пролина в растительных объектах 
являются актуальными. 

Согласно данным литературы, существуют различные методы количественного определения 
пролина – хроматографические (ГЖХ, ВЭЖХ), электрофоретические, фотоколориметрические, 
спектрофотометрические, микробиологические (Симонян и др., 2007), многие из которых являются 
достаточно трудоемкими, длительными, связаны с использованием токсических веществ либо 
дорогостоящей аппаратуры. Наиболее часто из простых методов количественного определения 
пролина используются классический метод Бэйтса и его различные модификации (например, Bates et 
al., 1973; Калинкина и др., 1990; Саматова и др., 2009; Коренман, 1975; Бурмистрова и др., 2011; 
Carillo, Gibon, 2011). Несмотря на широкую известность реакции нингидрина с аминокислотами и, 
казалось бы, ее детальную изученность, нюансы методики вызывают некоторые технические 
сложности как в получении данных, так и в их интерпретации. Таким образом, целью данной работы 
являлось усовершенствование известного метода определения пролина к условиям массовых 
исследований растительных объектов. 

 
Методика и объекты исследования 
Для тестирования использовали образцы лоха узколистного (Elaeagnus angustifolia L.), 

семейство Лоховые (Elaeagnaceae), и солероса европейского (Salicornia europaea L.), семейство 
Маревые (Chenopodiaceae), произрастающих на побережье гиперсоленого Куяльницкого лимана. По 
результатам анализа выполненной серии определений пролина в образцах галофитов по 
классическому методу Бейтса и в модификациях предложено провести оптимизацию методики в 
части условий экстракции пролина из биоматериала и условий проведения нингидриновой реакции. В 
нашей модификации методика определения свободного пролина выглядит следующим образом. 

Содержание свободного пролина определяли с помощью кислого нингидринового реактива, 
приготовленного без нагревания (1,25 г нингидрата + 30 мл ледяной уксусной кислоты + 20 мл 6 М 
H3PO4). Навеску свежей растительной ткани листовой пластины растения (200 мг) заливали 5–20 мл 
кипящей дистиллированной воды и выдерживали в течение 10 минут на водяной бане при 
температуре 100°С. В случае, если полученный экстракт мутный, его фильтруют. Затем в чистую 
пробирку заливали 2 мл ледяной уксусной кислоты, 2 мл нингидринового реактива и добавляли 2 мл 
приготовленного экстракта. Пробы инкубировали в течение 20 мин на водяной бане при температуре 
100°С, после чего быстро охлаждали до комнатной температуры. После искусственного охлаждения 
(холодной водой или льдом) измеряли оптическую плотность продуктов реакции при длине волны 520 
нм на спектрофотометре ULAB S131UV в кюветах с толщиной поглощающего слоя 10 мм. Значения 
содержания пролина рассчитывали с помощью калибровочной кривой, используя для ее построения 
химически чистый пролин («Sigma»).  

С целью выявления подчинения закону светопоглощения продуктов реакции пролина с 
раствором нингидрина при длине волны 520 нм нами исследована зависимость светопоглощения от 
концентрации пролина в широком интервале концентраций до 0,6 мМ/мл. При этом очевидно, что 
калибровочный график во всем интервале измерений не является линейным. Для использования мы 
разбили его на линейные отрезки с целью получения линейной зависимости для каждого интервала 
концентраций пролина (рис. 1, 2).  

Следует отметить, что для измерения мы использовали стеклянные кюветы, так как на стенках 
кварцевых и пластиковых кювет адсорбируется значительное количество красителя. 
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Рис. 1. Калибровочный график продукта реакции пролина (концентрации 0,1–0,6 мМ/мл) 
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Рис. 2. Калибровочный график продукта реакции пролина (концентрации 0,025–0,1 

мМ/мл) 
 
Результаты и обсуждение 
Серия проведенных исследований по экстракции пролина из образцов листовых пластин 

галофитов с применением кислотных вытяжек при центрифугировании в 10 мл 3%-ного раствора 
сульфосалициловой кислоты в течение 10 мин при 5000 g (Bates et al., 1973), спиртовых (Carillo, 
Gibon, 2011) и водных вытяжек (Бурмистрова и др., 2011) с кипячением их на водяной бане при 
температуре 100°С в течение от 10 до 60 мин с последующим проведением нингидриновой реакции в 
соответствии с методом Бейтса показали, что максимумы поглощения продуктов реакции пролина с 
нингидриновым реактивом при всех методах экстракции фиксируются в видимой области спектра при 
длине волны 518, 520 и 521 нм, в УФ-области – при длинах волн 330, 361 и 364 нм. Спектры с 
максимумами поглощения чистого пролина также фиксировались при длинах волн около 361 и 521 
нм. Максимумы поглощения проб с экстрактами лоха или солероса, к которым был добавлен 
экзогенный пролин в той же концентрации, фиксировались при длинах волн 330, 364 и 520 нм. Для 
сравнительных исследований мы в дальнейшем проводили спектрофотометрирование продукта 
реакции пролина с нингидрином в видимой области при длине волны 520 нм, т.к. при этих условиях 
образуется более стабильный продукт с максимальными значениями оптической плотности. 
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Мы изучили также влияние продолжительности извлечения пролина кипячением водных и 
спиртовых вытяжек при времени экспозиции 10, 20 и 60 мин. Полученные результаты показали, что 
для максимального извлечения достаточно проводить реакцию извлечения нагреванием в 
растворителе при температуре 100°С в течение 10 мин, так как более длительное нагревание может 
приводить к разложению продукта и в последующем при реакции с нингидрином к снижению 
оптической плотности. Причем, следует отметить, что интенсивность поглощения при использовании 
спиртовых вытяжек намного ниже, что, вероятнее всего, связано как с потерями при кипячении, так и 
возможным разложением проб (потери индикации пролина при кипячении составляют около 50%). В 
соответствии с чем наиболее оптимальными для массовых анализов, на наш взгляд, условиями 
извлечения пролина из биоматериала является водная экстракция методом кипячения на водяной 
бане при времени экспозиции 10 мин. 

Далее осталось выяснить, какой тип нингидринового реактива нам использовать, и 
оптимизировать условия проведения нингидриновой реакции. Согласно Бэйтсу: к 1,25 г нингидрина 
прибавляли 30,0 мл ледяной уксусной кислоты, 20,0 мл 6 М раствора ортофосфорной кислоты. При 
этом одни авторы (Стаценко, Бутылкин, 2000) для его приготовления кипятят, другие (Михальская и 
др., 2009) обходятся без кипячения. P.Carillo и Y.Gibon вообще используют смесь: 1% нингидрин в 
60% уксусной кислоте, содержащей 20% этанола. Мы остановились на первой смеси.  

В классических работах нингидриновая смесь с биоэкстрактом кипит около 60 мин, но в работе 
(Carillo, Gibon, 2011) заявлено, что достаточно 20 мин. Далее по истечении времени инкубации 20 и 
60 мин при температуре 100ºС смесь с биоэкстрактом быстро охлаждали до комнатной температуры 
или во льду: мы не получили существенных различий как по времени инкубации нингидриновой смеси 
с биоэкстрактом, так и по схеме охлаждения. 

Учитывая, что при стрессовых условиях уровень других нингидрин-зависимых соединений 
невысок (Carillo, Gibon, 2011), нет также необходимости использовать толуол (бензол, ксилол) или 
другие жирорастворимые растворители для элюирования хромофора. Это значительно упрощает 
использование данной методики. Во-первых, ароматические углеводороды токсичны, во-вторых, 
бензол и толуол относятся к прекурсорам, для работы с которыми необходима лицензия. 
Использование для элюирования хромофора изобутанола (Коренман, 1975) не приводит к четкому 
расслоению водной и органической фракции.  

Согласно полученным данным, с помощью обсуждаемой методики содержание пролина в 
листовой пластине образцов лоха узколистного, отобранного одновременно на модельных площадках 
с различным уровнем засоления почв, колебалось в интервале от 55,3–375,8 мкмоль/г массы сырого 
вещества, а у солероса европейского содержание пролина составляло 21,5–36,9 мкмоль/г. По 
классическому методу Бейтса содержание пролина у лоха узколистого составило 60,2–340,1 
мкмоль/г, а у солероса европейского – 22,6–38,4 мкмоль/г. Из приведенных данных видно, что 
содержание пролина не отличается в исследуемых образцах от данных, полученных при 
использовании классического метода Бейтса.  

Таким образом, предложенная нами модифицированная методика определения свободного 
пролина в растительных объектах, описанная выше в разделе «Методика», отличается простотой, 
быстротой определения, доступностью (относительная ошибка результата отдельного определения 
не превышает 5%), большей безвредностью для исследователя, т.к. лишена необходимости 
использовать прекурсор толуол или другие токсичные жирорастворимые агенты, и может быть 
использована для массовых исследований при изучении процессов адаптации галофитных и 
гликофитных растений к условиям действия стрессовых факторов (засоления, засухи, антропогенного 
загрязнения). 
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