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荔枝果皮中 ４种酚类代谢酶活性的测定方法
李晓静，黄旭明，胡桂兵，王惠聪

（华南农业大学 园艺学院，广东 广州 ５１０６４２）

摘要：为了改进酚类物质生物合成途径中关键酶酶活性的测定方法，以南方重要常绿果树荔枝Ｌｉｔｃｈｉｃｈｉｎｅｎｓｉｓ果皮
为材料，采用两点法和酶动力法２种酶活性研究方法，结合分光光度法和高效液相色谱法检测产物浓度变化，优化
了４种酚类代谢常见酶［包括苯丙氨酸解氨酶（ＰＡＬ）、查儿酮异构酶（ＣＨＩ）、二氢黄酮醇还原酶（ＤＦＲ）和类黄酮糖
基转移酶（ＵＦＧＴ）］的测定方法，指出了酶液的纯化、酶活性的保护以及反应底物的溶解方法等对试验结果的稳定
性和可靠性的影响，介绍了试验过程中常遇到的问题和具体的解决方法以及试验过程中的注意事项．应用改进后
的方法测定荔枝发育过程中果皮ＰＡＬ、ＣＨＩ、ＤＦＲ和ＵＦＧＴ的酶活性，结果发现活性变化趋势与前人的报道基本一
致．改进的ＰＡＬ、ＣＨＩ、ＤＦＲ和ＵＦＧＴ酶活性的测定方法可靠，可为相关的研究提供重要的参考．

关键词：荔枝；酚类代谢酶；苯丙氨酸解氨酶（ＰＡＬ）；查儿酮异构酶（ＣＨＩ）；二氢黄酮醇还原酶（ＤＦＲ）；类黄酮糖
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　　植物体中存在各种不同的多酚类化合物，包括
具有１个芳香环的简单多酚类化合物（Ｓｉｍｐｌｅｐｈｅ
ｎｏｌｓ），２个芳香环的类黄酮（Ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ）和花色素
（Ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｄｉｎｓ），多个芳香环原花青素（Ｐｒｏａｎｔｈｏｃｙ
ａｎｉｄｉｎ）等［１］．由于多酚类化合物具有抗氧化、清除自
由基、控制人类慢性病的发病率、保护 ＤＮＡ和抗突
变、抑制癌症发生等方面的功效，近年来备受关注，

被誉为继水、蛋白质、脂肪、碳水化合物、维生素、矿

物质和膳食纤维之后的第八大必需营养［２］．花色素
作为赋予植物颜色的四大天然色素（叶绿素、类胡萝

卜素、花色素和甜菜碱）之一，是决定果实和观赏植

物颜色的一类重要色素［３］．此外，多酚类物质还与果
实的采后褐变关系密切［４］，还参与植物的应逆反应，

胁迫条件往往会增加植物组织的多酚类物质的含

量［５６］．
植物的酚类代谢途径是研究最为清楚的植物次

生物质代谢之一．多酚类物质的生物合成在许多植
物中均有深入的研究，有学者先后克隆了相关的结

构基因，并研究了它们在果实发育过程中的表

达［７９］．酶是基因表达的产物，在多酚物质代谢中苯
丙氨酸解氨酶（ＰＡＬ）催化苯丙氨酸产生肉桂酸，是
酚类物质合成的第１个酶，也是关键酶；类黄酮合成
相关的酶主要是查儿酮合成酶（ＣＨＳ）和查儿酮异构
酶（ＣＨＩ）；原花青素和花色素苷合成密切相关的酶主
要是二氢黄酮醇还原酶（ＤＦＲ）和类黄酮糖基转移酶
（ＵＦＧＴ）．酶活性是基因表达结果最直接的体现，往
往与ｑＰＣＲ一起用于揭示酚类物质代谢的内在机制，
但在实际工作中，由于酚类代谢底物较难获得，试验

方法对研究者的试验技能要求较高等原因，许多研

究者在研究中往往选择ｑＰＣＲ而放弃酶活性的测定，
然而目前一些知名的国际杂志往往要求基因表达结

果和酶活性相互印证．
荔枝是南方重要的常绿果树，荔枝果实的多酚

类物质与采后的褐变［４］、果实着色［９］以及天然功能

性成分的开发利用［１０］等关系密切，是荔枝果实品质

研究的一个重要方面．本研究组多年从事荔枝果实
酚类和花青苷代谢研究，建立了多酚类和花色苷生

物合成关键酶活性的测定方法．之前发表的相关文
章由于篇幅限制，未能详细介绍酶活性的测定方法，

近年我们又对测定方法进行了改进，许多国内同行

专家发邮件咨询酚类代谢酶的测定方法，有鉴于此，

本文以荔枝果皮为材料，详细介绍４个酚类代谢关
键酶的酶活性测定方法及注意事项，以期为相关的

研究提供依据．

１　材料与方法

１．１　植物材料
研究选取‘黑叶’荔枝品种作为试验材料，每个

处理选取３棵树，在盛花后４２ｄ开始采样直至果实
成熟，采样时将果皮和果肉分开，打孔器取果皮圆片

装入锡纸袋，用液氮速冻后带回实验室，于－８０℃冰
箱保存备用．
１．２　ＰＡＬ提取和活性测定

ＰＡＬ的提取和测定参考 Ｌｉｓｔｅｒ等［１１］报道的方

法，并加以改进．取２个果皮圆片（约０２ｇ）在液氮
中迅速研磨成粉末，加入 １８ｍＬ提取液［含 １００
ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ８８），质量浓度为 ２０
ｇ·Ｌ－１的牛血清蛋白（ＢＳＡ），５ｍｍｏｌ·Ｌ－１二硫苏糖
醇（ＤＴＴ）］，匀浆后迅速转移到２ｍＬ的离心管中．在
４℃条件下，１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，取１ｍＬ上清
液过 ＰＤ１０（ＧＥ．Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ，Ｂｕｃｋｉｎｇｈａｍｓｈｉｒｅ，ＵＫ）
脱盐柱后，备用．过脱盐柱的具体操作为：先用平衡液
［含１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ８８），５ｍｍｏｌ·Ｌ－１

ＤＴＴ］冲洗柱子，平衡液降到隔板下后加入１ｍＬ酶提
取液，酶提取液降到隔板后加入１８ｍＬ平衡液，不收
集滤液，等平衡液降到隔板后（此时取２ｍＬ冻存管于
柱子下端准备接收滤液），再加入２ｍＬ平衡液并收
集滤液，作为纯化酶液．

酶反应体系包括纯化酶液０５ｍＬ、平衡液０７
ｍＬ和１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１的苯丙氨酸１００μＬ，在３７℃条
件下反应 ４５ｍｉｎ后，用 ２００μＬ质量浓度为 ３５０
ｇ·Ｌ－１的三氯乙酸终止反应，１００００ｒ·ｍｉｎ－１离心５
ｍｉｎ除去变性的蛋白质．取上清液在２９０ｎｍ下测定
光密度，对照试验用不加苯丙氨酸的反应液代替正

常的反应液进行，酶活性用反应生成的肉桂酸含量

表示，单位为μｍｏｌ·ｇ－１·ｍｉｎ－１：

　　ＰＡＬ活性 ＝
ΔＤ２９０ｎｍ×１８×２×１５
１９２０７×０５×ｍ鲜

，

其中，１９２０７为肉桂酸在２９０ｎｍ下的 μｍｏｌ吸光系
数；１８为加入提取液的体积（ｍＬ）；２为酶液在过脱盐
柱后的稀释倍数；１５为反应体系的体积（ｍＬ）；０５为
反应体系中酶液的体积（ｍＬ）；ｍ鲜为样品的鲜质量
（ｇ）．
１．３　ＣＨＩ和ＤＦＲ提取和活性测定

ＣＨＩ和ＤＦＲ的提取在Ｌｉｓｔｅｒ等［１１］报道方法的基

础上有所改进．取２个果皮圆片（约０２ｇ）在液氮中
迅速研磨成粉末，加入 １８ｍＬ提取液［含 １００
ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ ７５），质量浓度为 ２０
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ｇ·Ｌ－１的ＢＳＡ，５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＤＴＴ］，匀浆后迅速转移
到２ｍＬ的离心管中．在４℃条件下，１２０００ｒ·ｍｉｎ－１

离心１０ｍｉｎ，取１ｍＬ上清液过ＰＤ１０脱盐柱后备用．
平衡液含 １００ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ７５）和 ５
ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＤＴＴ，脱盐的程序同１２．

ＣＨＩ活性测定的反应体系为１ｍＬ，包括酶液２５
μＬ、ＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ７５，含５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＫＣＮ）９６５μＬ
和２０ｍｍｏｌ·Ｌ－１查尔酮（Ａｌｄｒｉｃｈ１３６１２３）１０μＬ，室
温下３７０ｎｍ处测定酶动力，以每分钟光密度变化
００１所需的酶量为１个活性单位，即１Ｕ．

　　ＣＨＩ活性 ＝
ΔＤ３７０ｎｍ×１８×２
００１×００２５×ｍ鲜

，

其中，００１为规定的 １个酶单位的光密度变化量；
１８为加入提取液的体积（ｍＬ）；２为酶液在过脱盐
柱后的稀释倍数；００２５为反应体系中酶液的体积
（ｍＬ），ｍ鲜 为样品的鲜质量（ｇ）．

ＤＦＲ活性的测定参考 Ｓｔａｆｆｏｒｄ等［１２］的方法，并

加以改进．反应体系 １ｍＬ，包括酶提取液 ６００μＬ，
１ｍｍｏｌ·Ｌ－１脱氢槲皮素 （Ｄｉｈｙｄｒｏｑｕｅｒｃｅｔｉｎ，Ｆｌｕｋａ
７８６６６）２０μＬ，０３ｍｍｏｌ·Ｌ－１的 ＮＡＤＰＨ４０μＬ，１００
ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ７５）３４０μＬ．以６００μＬ酶
液沸水浴５ｍｉｎ冷却后加入其他反应液为对照．在
３０℃条件下反应１ｈ，之后加入１ｍＬ的乙酸乙酯终
止反应，在振荡器上充分振荡，静置分层后取上层液

到玻璃试管中，重复加入乙酸乙酯提取３次，合并上
层液，ＲａｐｉｄＶａｐ（Ｌａｂｃｏｎｏｃｏ，ＭＯ，ＵＳＡ）旋转蒸发系
统中蒸干后，加入１ｍＬ正丁醇 －ＨＣｌ溶液［Ｖ（正丁
醇）∶Ｖ（ＨＣｌ）＝９５∶５］，９５℃水浴１５ｍｉｎ，测定５５０ｎｍ
的光密度，以每分钟光密度变化００１所需的酶量为１
个酶活性单位，即１Ｕ．

　　ＤＦＲ活性 ＝
ΔＤ５５０ｎｍ×１．８×２
０．０１×０．６×ｍ鲜

，

其中，００１为规定的 １个酶单位的光密度变化量；
１８为加入提取液的体积（ｍＬ）；２为酶液在过脱盐
柱后的稀释倍数；０６为反应体系中酶液的体积
（ｍＬ）；ｍ鲜 为样品的鲜质量（ｇ）．
１．４　ＵＦＧＴ提取和活性测定

ＵＦＧＴ的提取和活性测定在Ｆｏｒｄ等［１３］报道方法

的基础上加以改进．取２个果皮圆片（约０２ｇ）在液
氮中迅速研磨成粉末，加入１８ｍＬ提取液［含１００
ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ８０），１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＤＴＴ，
１５ｍｍｏｌ·Ｌ－１苯甲基磺酰氟，质量浓度为２０ｇ·Ｌ－１

的ＢＳＡ，体积分数分别为 １０％的甘油和 ０１％的
ＴｒｉｔｏｎＸ１００］，匀浆后迅速转移到２ｍＬ的离心管中，４

℃条件下，１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，取１ｍＬ上清
液过ＰＤ１０脱盐柱后备用．平衡液含１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１

ＴｒｉｓＨｃｌ（ｐＨ８０）、５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＤＴＴ，脱盐的程序同
１２．

酶反应体系包括１００μＬ酶液和１００μＬ反应液
［含１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ８０），５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１

ＰＥＧ（４０００），１４ｍｍｏｌ·Ｌ－１β巯基乙醇，２ｍｍｏｌ·Ｌ－１

的ＤＴＴ，１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１的 Ｃｙａｎｉｄｉｎ（Ｓｉｇｍａ７９４５７）和９
ｍｍｏｌ·Ｌ－１的脲苷二磷酸葡萄糖（ＵＤＰＧｌｕ，Ｓｉｇｍａ
Ｕ４６２５）］．３０℃反应２０ｍｉｎ，１５０μＬ体积分数为５％
的ＨＣｌ终止反应，以１００μＬ酶液加入反应液后立即
加入１５０μＬ的ＨＣｌ为对照，１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０
ｍｉｎ，取上清液过０４５μｍ水系滤头，用 ＨＰＬＣ测定
反应生成的花青苷．

花青苷含量的检测参考 Ｗｅｉ等［９］报道的方法，

使用 Ａｎｇｉｌｅｎｔ１２００ＨＰＬＣ系统（ＡｇｉｌｅｎｔＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，
Ｗａｌｄｂｒｏｎｎ，Ｇｅｒｍａｎｙ），配有四元泵、ＤＡＤ检测器
（Ｇ１３１５Ｄ）、馏分收集器（Ｇ１３６４Ｃ）、柱温箱、自动进
样器，使用２５０ｍｍ×４６ｍｍＮＵＣＬＥＯＤＵＲＣ１８色谱
柱（ＭａｃｈｅｒｅｙＮａｇｅｌＧＭＢＨ＆Ｃｏ．ＫＧ，Ｇｅｒｍａｎｙ），检测
波长５２０ｎｍ，进样量１０μＬ，采用梯度洗脱方式：流动
相Ａ用体积分数为１６％的甲酸甲醇溶液，流动相Ｂ
用体积分数为１６％的甲酸水溶液，梯度洗脱时间见
表１．采用ＨＰＬＣ系统分离早熟荔枝果皮提取液，馏分
收集器收集矢车菊色素－３－葡萄糖苷，旋转减压蒸干
后作为标样，对反应生成的花青苷进行定量．

表１　荔枝果皮花色苷ＨＰＬＣ分离检测梯度洗脱时间表
Ｔａｂ．１　ＴｈｅｇｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎｐｒｏｇｒａｍｆｏｒＨＰＬＣｓｅｐａｒａｔｉｏｎ

ｏｆａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎｓｉｎｔｈｅｐｅｒｉｃａｒｐｏｆｌｉｔｃｈｉ

ｔ／ｍｉｎ 流动相Ａ占比／％ 流动相Ｂ占比／％
０～５ １５ ８５
５～１０ ２０ ８０
１０～２８ ２８ ７２
２８～３５ ０ １００

２　结果与分析
２．１　荔枝果皮中ＰＡＬ、ＣＨＩ和ＤＦＲ活性

在花后４２～５６ｄ‘黑叶’荔枝果皮中 ＰＡＬ活性
变化不大，活性介于５５～７０μｍｏｌ·ｇ－１· ｍｉｎ－１，
在花后６３ｄ活性明显下降，随后在果实成熟着色时
活性明显增加（图１ａ）．在花后４２ｄ‘黑叶’荔枝果皮
中ＣＨＩ活性较低，随着果实发育活性增加，着色前
（花后６３ｄ）活性降低，此后随着果实的成熟着色活
性增加（图１ｂ）．‘黑叶’荔枝果皮中ＤＦＲ活性在果实
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发育中期较高，在果实着色过程中活性下降（图１ｃ）．
２．２　荔枝果皮中ＵＦＧＴ活性

如图２ａ，酶反应对照液仅在 ２３４ｍｉｎ左右出
峰，峰面积为６１２，该峰是反应液中加入的矢车菊色
素，本研究使用的是花后７０ｄ的‘黑叶’荔枝果皮样
品，果皮已经开始着色，经过了脱盐去杂处理后，未

检测到在１４和１６ｍｉｎ左右出峰的矢车菊色素－３－
葡萄糖苷和矢车菊色素－３－芸香糖苷，说明酶提取
液纯化后很好地去除了本底的干扰．反应液终止反
应１０ｍｉｎ后检测到较少的矢车菊色素（２３４ｍｉｎ），
峰面积为８２９６，而且在１３９ｍｉｎ出现了对照未出
现的峰，经标样确定该峰是反应产生的矢车菊色

素－３－葡萄糖苷（图２ｂ）；将反应液放置近２ｈ后再
次进样（图２ｃ），发现２３４ｍｉｎ的矢车菊色素峰值明
显变小，而１３９ｍｉｎ的矢车菊色素－３－葡萄糖苷峰
面积变化不大，说明在反应液中矢车菊色素很不稳

定，容易降解，而反应产生的矢车菊色素 －３－葡萄
糖苷则相对稳定．

如图１ｄ，在‘黑叶’荔枝果实发育的早期，果皮中
基本上检测不到ＵＦＧＴ活性，在谢花后５６ｄ果皮中的
ＵＦＧＴ活性仅为（００４±００２）μｍｏｌ·ｇ－１·ｍｉｎ－１，
此后，随着果实成熟着色 ＵＦＧＴ活性迅速增加，在果
实成熟采收时果皮中的 ＵＦＧＴ活性达到最高，即
（２１９±０２３）μｍｏｌ·ｇ－１·ｍｉｎ－１．

图１　‘黑叶’荔枝果皮发育过程中ＰＡＬ、ＣＨＩ、ＤＦＲ和ＵＦＧＴ活性的变化
Ｆｉｇ．１　ＣｈａｎｇｅｓｉｎｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆＰＡＬ，ＣＨＩ，ＤＦＲａｎｄＵＦＧＴｉｎｔｈｅｐｅｒｉｃａｒｐｏｆＬｉｔｃｈｉｃｈｉｎｅｎｓｉｓｃｖ．Ｈｅｉｙｅｄｕｒｉｎｇｆｒｕｉｔｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ

ａ：对照；ｂ：体积分数为５％的ＨＣｌ终止反应后１０ｍｉｎ进样；ｃ：体积分

数为５％的ＨＣｌ终止反应后２ｈ进样．

图２　花后７０ｄ‘黑叶’荔枝果皮ＵＦＧＴ反应液ＨＰＬＣ色谱图

Ｆｉｇ．２　ＨＰＬＣｓｐｅｃｔｒａｏｆＵＦＧＴｒｅａｃｔｉｏｎｍｉｘｔｕｒｅｉｎｔｈｅｐｅｒｉｃａｒｐｏｆ

Ｌｉｔｃｈｉｃｈｉｎｅｎｓｉｓｃｖ．Ｈｅｉｙｅ７０ｄａｆｔｅｒｆｌｏｗｅｒｉｎｇ

３　讨论
３．１　ＰＡＬ测定方法

‘黑叶’荔枝果实发育的早中期 ＰＡＬ活性较低，
随后在果实成熟着色时活性明显增加．测定结果与
前人的研究基本一致．‘妃子笑’荔枝果皮着色过程
中ＰＡＬ活性也有较明显的增加［１４］．在草莓、苹果和
梨等果实成熟着色的过程中果皮的ＰＡＬ活性明显增
加［１５１７］．

与之前的测定方法相比，本研究中 ＰＡＬ的测定
方法主要在３个方面做了改进：１）利用过ＰＤ１０脱盐
柱的方法对酶提取液进行纯化，去掉酶提取液中的

杂质，杂质包括酚类物质和小分子的盐和糖，使结果

更加稳定和可靠；２）加入ＢＳＡ对酶蛋白进行保护，以
ＤＴＴ代替巯基乙醇，减少试验过程中刺激性的气味；
３）利用与反应液一致的平衡液，增加纯化酶液的使
用量，适用于少样品或酶活性低的试验．本研究中使
用０５ｍＬ纯化酶液，在样品量少或酶活性偏低的样
品中可以通过增加纯化酶液降低平衡液的使用量来

增加测定的稳定性．
在试验的过程中应注意：１）设置对照试验；２）反

应底物苯丙氨酸较难溶于水，可先加入少量的 １
ｍｏｌ·Ｌ－１的ＮａＯＨ溶液，溶解后再加水定容；３）加入
三氯乙酸后蛋白质变性有沉淀析出，在比色前要离心．
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３．２　ＣＨＩ的测定方法
在花后４２ｄ‘黑叶’果皮中 ＣＨＩ活性较低，随着

果实发育活性增加，着色前（花后６３ｄ）活性降低，此
后随着果实的成熟着色活性增加．这与前人在果实
成熟过程中ＣＨＩ活性增加的报道基本一致［１６］．

之前由于购买不到查尔酮作为 ＣＨＩ反应的底
物，而采用Ｍｏｕｓｔａｆａ等［１８］报道的方法，由柚皮素加入

质量浓度为５００ｇ·Ｌ－１的 ＫＯＨ后酸化，然后用乙醇
进行重结晶备用反应底物２′，４，４，６′－四氢苯基苯
乙烯酮，制备的方法较难掌握，增加了 ＣＨＩ活性测定
的难度．目前可以从 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ直接购买 ＣＨＩ反
应的底物，反应底物的纯度也更有保证．在 ＣＨＩ的酶
反应体系中除了加入 ＢＳＡ保护酶活性外，还应加入
ＫＣＮ防止多酚氧化酶对查尔酮的降解．ＫＣＮ属于剧
毒试剂，在试验结束后，应对废液和剩余的试剂进行

无害化处理．首先将废液用水稀释，再按每升加约３５
ｍＬ的比例加入次氯酸钠，混匀，敞开过夜，使ＣＮ－氧
化成ＣＯ２和 Ｎ２挥发，或水解成 ＣＯ

２－
３ 和 ＮＨ

＋
４，再排

入下水道．
在试验过程中，反应底物的溶解往往是测定成

败的关键．查尔酮不溶于水，可溶于碱和醇：查尔酮
溶于碱后，随着时间推移溶液由黄色转为棕褐色，作

为底物加入反应体系后，对照的Ｄ３７０ｎｍ不降低反而增
加，因此不能作为底物；查尔酮溶于无水乙醇后保持

黄色，加入反应体系后，Ｄ３７０ｎｍ降低，活性与加入的酶
量成正比．
３．３　ＤＦＲ的测定方法

与在‘妃子笑’荔枝果皮中测定的结果［１４］一致，

‘黑叶’荔枝果皮中 ＤＦＲ活性在果实发育中期活性
较高，在果实着色过程中活性下降．Ｊｕ等［１９］在苹果

上的研究发现，果皮的 ＤＦＲ活性随着果实成熟着色
而增加，但其研究中 ＤＦＲ活性是以每毫克蛋白计算
的，本研究的ＤＦＲ活性是以每克鲜质量计算的，而荔
枝果皮的蛋白含量是随着果皮的发育成熟而明显

下降．
与ＰＡＬ活性的测定类似，本研究 ＤＦＲ活性的测

定也增加了酶纯化和酶液的使用量，适用于酶活性

较低和样品量较小的材料，底物脱氢槲皮素应采用

甲醇溶解，配成高浓度储存．
３．４　ＵＦＧＴ的测定方法

‘黑叶’荔枝果皮随着果实成熟着色 ＵＦＧＴ活性
迅速增加，这与前人在草莓和葡萄上的研究结

果［１５，２０］相一致，也与在‘妃子笑’荔枝上的研究结

果［１４］一致．

本试验在酶液提取和酶反应体系上均有改进，

采用缓冲液提取加酶纯化去杂代替－２０℃丙酮加缓
冲液溶解的方式，在提取缓冲液中加入 ＰＭＳＦ、ＢＳＡ、
甘油和ＴｒｉｔｏｎＸ１００，保护酶活性并保证提取效率；反
应体系中加入渗透调节物质 ＰＥＧ（４０００）以及 β－巯
基乙醇和ＤＴＴ保护酶活性．

由于不同物种 ＵＦＧＴ对于糖供体如 ＵＤＰ－葡萄
糖和ＵＤＰ－半乳糖的亲和性有很大的差异［２１］，在具

体的试验中应根据样品特点选择正确的糖基供体．
与其他３个酶试验一样，在反应体系中反应底物的配
制十分重要，在ＵＦＧＴ试验中底物矢车菊色素可溶于
水，但溶解性较差，且在水溶液中很快降解，正确的方

法是用乙二醇甲醚配成１００倍以上的母液冻存，在反
应前配制反应液，现配现用．由于反应液中的底物矢车
菊色素和ＵＤＰＧ价格昂贵，因此应控制反应体系的量，
在进行ＨＰＬＣ检测反应产物的过程中可在常规样品瓶
中加内插管以适应微量样品的进样．
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