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摘要  [ 目的] 通过研究荔枝花粉中的氨基酸含量, 促进对荔枝花粉资源的开发利用和了解影响不同荔枝品种品质形成的因素。[ 方法]
采用柱前衍生RP- HPLC 测定4 个荔枝品种( 桂味、怀枝、黑叶、妃子笑) 花粉的全谱游离氨基酸 , 以邻苯二甲醛( OPA) 与 9- 芴基羰酰氯
( FMOC- CI) 作衍生剂 , 正缬氨酸为内标 , 利用二极管阵列( DAD) 可变波长检测程序。[ 结果] 各种氨基酸的保留时间( Rt ) RSD 为0 .01 %
～3 .02 % ,相对峰面积( Ax/ AI) RSD 为1 .19 % ～7 .82 % ,回收率为95 .21 % ～114 .24 % 。4 种荔枝品种花粉的总游离氨基酸含量从大到小排

序为( mg/ 100 mg) :桂味26 .88、淮枝21 .46 、黑叶20 .92、妃子笑18 .91。[ 结论] 总游离氨基酸含量的不同会影响到荔枝品质 , 其中桂味总游
离氨基酸含量最高, 营养价值高 , 可在养蜂业和花粉营养品加工业中加以充分利用。
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Determination of Free Amino Acid Content in Different Litchi ( Litchichi nensis Sonn.) Varieties Farina by RP- HPLC Method
CHEN Xian-xiong et al  ( Medical Technic and Nursing Department , Shenzhen Polytechnic College , Shenzhen, Guangdong 518055)
Abstract  [ Objective] The research ai med to study the content of free amino acid in different litchi ( Litchichinensis Sonn .) varieties farina , promoting
the development and utilization of Litchichinensis Sonn . farina resources and knowi ng the quality of different varieties of litchi formfactor . [ Method] The
whole free amino acids infarina of 4 Litchichinensis Sonn . varieties were assayed by using RP- HPLC method . Inthis method , Ortho- phthalaldehyde( OPA)
and 9-fl uorenyl metloyl chloroformate( FMOC) were selected as pre-column derivativereagent , Norvaline as internal standard , and diode array ( DAD) vari-
able-wavelength as measure function . [ Result] The results showed that the RSDfor Rt and Ax/ AI of amino acids was from0 .01 % to 3 .02 % and from
1 .19 % to 7 .82 % respectively . In the present study , the recovery ratio was from95 .21 % to 114 .24 % . Among 4 Litchi farina varieties , the content of
total free ami no acids from high to low was Guiwei 26 .88 mg/ 100 mg , Huizhi 21 .46 mg/ 100 mg , Heiye 20 .92 mg/ 100 mg , and Feizixiao 18 .91
mg/ 100 mg . [ Conclusion] The free amino acid content of different quality would affect Litchichi nensis Sonn . . Thereinto , the free amino acid of Gui wei
was the highest , had high nutritional value . So peple could take full advantage of apiculture and pollen nutrition industry .
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  花粉是花的雄性器官, 通俗地说就是植物的精子, 是植

物生命的精华所在。花粉不但包含着生命的遗传信息 , 而且

还包含着孕育新生命的全部营养物质。据测定, 植物花粉中

含有17 种氨基酸, 总含量比牛肉、鸡蛋高出5～7 倍以上, 其

中有8 种人体必需的氨基酸[ 1] , 还含有10 多种维生素如 VB

群和 Vc 、VE、胡萝卜素等[ 1] 和20 多种微量元素, 包括人体生

理必需的铁、碘、锌等15 种微量元素[ 1] 。花粉总脂含量约为

5 % 左右, 对人的大脑及神经系统的发育具有极为重要的作

用, 其中磷脂能防止脂肪在肝脏中的堆积[ 1] 。花粉具备了人

体生存所需要的各种营养物质, 对人体具有多种保健功能。

我国中药学家叶桔泉教授认为 :“花粉是多功能全方位地治

疗与保健的天然珍奇宝物”,“花粉食品是一种新型的高级营

养品”。世界上许多专家也认为, 花粉是唯一含有人体健康

所需的全部重要的营养的保健食品[ 1] 。

在我国, 荔枝种植历史悠久, 品种资源丰富, 栽培面积达

71 .67 万hm2 , 居世界首位, 但只适宜在广西、广东、海南和福

建南部等少数气候温暖的省( 区) 种植。荔枝作为岭南佳果

驰名中外 , 享有“岭南果王”和“果中珍品”等美誉 , 其色丽质

优, 香甜可口, 营养丰富, 维生素种类多、含量高 , 有健脾、养

血的功效[ 2] 。随着人们生活水平的不断提高 , 人们对荔枝的

优良品种 , 特别是品质有了进一步的要求。特别是我国加入

WTO 后, 荔枝这一优质水果品种无疑将会成为国际水果市场

上最具竞争力的品种之一, 而氨基酸对荔枝果实的风味和其

他营养成分有着重要影响。因此, 笔者研究了荔枝花粉中的

氨基酸含量 , 这对研究和开发荔枝花粉资源, 全面了解荔枝

品质的形成具有十分重要的参考价值。

1  材料与方法

1 .1  试剂配制  试验固定相为: 色谱柱 Hypersil- ( 十八烷基

硅烷键合硅胶ODS) C18 柱( 5 μm,200 mm×4 .6 mm,i .d .) , 柱

温40 ℃。

流动相包括2 种: ①流动相 A :0 .02 mol/ L 醋酸钠溶液

1 000 ml , 加入180 μl 三乙醇胺, 用1 % ～2 % 醋酸调pH 值为

7 .200 ±0 .050 ,0 .45 μm 膜过滤后 , 加入3 ml 四氢呋�, 超声处

理10 min 。②流动相 B:0 .02 mol/ L 醋酸钠( pH 值7 .200 ±

0 .025) ∶乙腈∶甲醇= 1∶2∶2 , 超声处理10 min。

1 nmol/ μl 正缬氨酸(ISTD) 标准液: 称取58 .6 mg ISTD 溶

于50 ml 0 .1 mol/ L HCl 溶液中配成10 nmol/ μl 贮备液, 于0 ～

4 ℃冰箱保存, 使用时用0 .1 mol/ L HCl 稀释到1 nmol/ μl 。

衍生剂邻苯二甲醛( OPA) : Agilent 试剂盒, 浓度为 10

mg/ ml ; 衍生剂9- 氨甲酸艹
勿 甲酯( FMOC) : 称取12 .5 mg 溶于5

ml 乙腈溶液。配制的衍生剂于0～4 ℃冰箱保存备用。

硼酸盐缓冲溶液( pH 值9 .500) : 自制。

氨基酸工作曲线: 将17 种混合氨基酸标准品( 浓度为1

nmol/ μl ) , 用 0 . 1 mol/ L HCl 依 次 稀 释 成 500、250 、100、25

nmol/ μl 5 个稀释度, 于0 ～4 ℃冰箱保存备用。

17 种单氨基酸标准液: 称取25～60 mg 单氨基酸溶于0 .1

mol/ L HCl 配制成浓度为10 nmol/ μl 的标准贮备液, 于0 ～4

℃冰箱保存, 使用时用0 .1 mol/ L HCl 稀释至2 nmol/ μl 。

1 .2  材料采集 试验品种为桂味、妃子笑、黑叶、淮枝的花粉,

树龄5～6 年左右。桂味盛花期为3 月20 日左右, 妃子笑、黑叶

盛花期为3 月26 日左右, 淮枝盛花期为4 月2 日左右。于3 月

22 日开始采样, 至4 月9 日样品采集完毕。采集桂味0 .532 7 g ,

妃子笑0 .108 2 g , 黑叶0 .321 1 g , 淮枝0 .352 5 g。

采集方法为人工采样, 即人工采集不同品种荔枝的雄

花, 采集时间一般为12 :00 左右, 此时雄花上水分少, 采集到

安徽农业科学 ,Journal of Anhui Agri .Sci .2008 ,36(25) :10750 - 10751 ,10778                  责任编辑 姜丽 责任校对 卢瑶



的花粉质量高。将采集的花粉置于恒温箱干燥( 40 ℃) , 待雄

花花药裂开 , 花粉自然散出。花粉过筛( 60 目) , 再置于恒温

箱( 40 ℃) 干燥48 h , 之后放入- 20 ℃冰箱冷藏备用。

1 .3  花粉预处理 荔枝花粉的消化水解处理: 分别称取桂

味0 .024 7 g 、妃子笑0 .027 4 g 、黑叶0 .025 3 g 、淮枝0 .021 8 g

装入玻璃水解管中, 再分别加入6 mol/ L 盐酸2 .7 ml , 然后用

酒精喷灯把玻璃管的另一端封口。封口后把水解管放在

( 110 ±1) ℃的恒温干燥箱中, 水解24 h 后, 取出冷却。

消化水解后的赶酸: 打开水解管 , 用去离子水多次冲洗

水解管 , 然后倒入10 ml 小烧杯中, 放在80 ℃水浴上把水分

蒸干, 反复进行2 次。赶酸完成后用0 .1 mol/ L 盐酸定容到

50 ml 容量瓶中 , 放入- 18 ℃冰箱保存备用。

1 .4 方法  试验采用柱前衍生反相高效液相色谱, 采用

OPA 与FMOC 作柱前衍生物。OPA 在2- 巯基乙醇存在下与

一级氨基酸迅速反应生成1- 硫代-2- 烷基异吲哚[ 3] , 生成的衍

生物在338 nm 处有较强的紫外吸收光谱;FMOC 能与带有仲

胺基团的二级氨基酸如脯氨酸反应, 生成的衍生物在262 nm

处有较强的紫外吸收光谱。利用 DAD 可变波长检测程序即

在同一通道用338 、262 nm 双波长检测, 可同时检测样品中的

一级和二级氨基酸。OPA 柱前衍生操作简单, 衍生化反应迅

速, 灵敏度高, 无杂质干扰, 是一种快速分析氨基酸的 HPLC

方法。

1 .5  样品衍生化 按样品滤液∶ISTD∶0 .4 mol/ L 硼酸缓冲液

( pH 值9 .500) ∶OPA∶FMOC= 1 .0∶2 .0∶15 .4∶1 .0∶0 .6 的比例充

分混合衍生2 min 后, 取50 μl ( 20 μl 定量环) 进柱分析, 以保

留时间定性, 峰面积用内标法定量。

2  结果与分析

2 .1 18 种氨基酸标准色谱图 见图1 。

注 :1 . 天冬氨酸( Asp) ;2 . 谷氨酸( Glu) ;3 . 丝氨酸( Ser) ;4 . 组氨酸( His) ;5 . 甘氨酸( Gly) ;6 . 苏氨酸( Thr) ;7 . 丙氨酸( Ala) ;8 . 精氨酸( Arg) ;9 . 酪氨酸

( Tyr ) ;10 . 胱氨酸( Cys- cys) ;11 . 缬氨酸( Val) ;12 . 蛋氨酸( Met) ;13 . 正缬氨酸( Nval) ;14 . 苯丙氨酸( Phe) ;15 . 异亮氨酸( Ile) ;16 . 赖氨酸( Lys) ;17 .

亮氨酸( Leu) ;18 . 脯氨酸( Pro) 。

Note :1 , Asp ; 2 , Glu ; 3 , Ser ; 4 , His ; 5 , Gly ; 6 , Thr ; 7 , Ala ; 8 , Arg ; 9 , Tyr ; 10 , Cys- Cys ;11 , Val ; 12 , Met ; 13 , Nval ; 14 , Phe ; 15 , Ile ; 16 , Lys ;

17 , Leu ; 18 , Pro .

图1 18 种氨基酸标准色谱图

Fig .1 Thestandard chromatogramof 18kinds of amino acids

2 .2  线性范围、精密度试验结果  为保证分析结果的准确

性, 该文以同一标准氨基酸样品和同一测试样品各重复6 次

进样分析, 各种氨基酸的相关系数及线性范围、保留时间

( Rt) 、相对峰面积( Ax/ AI) 及标准偏差( RSD) 如表1 所示。

  由表1 可知, 大部分氨基酸工作曲线相关系数接近

0 .999 9 , 仅Pro 较差( 0 .998 10) , 说明相关性较好。保留时间

的最大标准偏差是Asp( 3 .02 %) 和 Glu( 2 .46 %) , 其他氨基酸

均小于1 .00 % , 效果较满意。在相对峰面积中, 最大标准偏

差为Pro( 7 .82 %) , 其次为Lys( 5 .90 %) , 效果较差, 这可能与

其衍生化反应程度或衍生物的稳定性或含量高低有关。

2 .3  回收率试验结果 该文采用单点和多点加入法将各种

单氨基酸标准液定量加入分析试样作回收率试验。结果表

明: 各种氨基酸的回收率范围为95 .21 % ～114 .24 % , 结果令

人满意。

2 .4  4 个荔枝花粉中游离氨基酸检测结果  从表2 可以看

出, 在4 个品种荔枝花粉的游离氨基酸中, 以 Lys 的含量最

高,4 个品种花粉合计总含量为143 .7 mg/ g , 总量超过游离氨

基酸总量的15 .00 % 。其次是 Leu 和 His ,4 个品种花粉合计

总含量分别为98 .7、96 .5 mg/ g , 总量均超过游离氨基酸总量

的10 .00 % 。不同品种中, 桂味以 Asp 、Gly 、Lys 和Leu 含量较

表1 氨基酸线性范围及精密度试验结果

Table 1 Thelinear range and precisiontest results of amino acids

氨基酸
Amino
acids

工作曲线 Working curve
相关系数
Correlation
coefficient

线性范围
Linear range

pmol/ μl

精密度试验Precisiontest

Rt
min

RSDRt

%
Ax/AI

* RSDAx/ AI

%

Asp 0 .999 84 0 .5～165  5 .687 3 .02 0 .935  1 .36
Glu 0 .999 92 0 .5～240 7 .323 2 .46 1 .953 1 .65
Ser 0 .999 94 0 .5～160 10 .237 0 .09 0 .569 3 .04
His 0 .999 44 1 .0～180 10 .738 0 .10 0 .520 1 .51
Gly 0 .999 63 0 .5～160 11 .360 0 .11 0 .107 1 .87
Thr 0 .999 86 0 .5～160 11 .647 0 .14 0 .095 5 .14
Ala 0 .999 85 0 .5～500 13 .053 0 .11 2 .137 1 .58
Arg 0 .999 83 0 .5～400 13 .486 0 .06 1 .097 2 .20
Tyr 0 .999 86 0 .5～160 14 .371 0 .13 0 .035 1 .71
Cys-Cys 0 .999 46 1 .0～160 14 .643 0 .71 0 .011 4 .78
Val 0 .999 91 0 .5～160 16 .587 0 .10 0 .285 1 .19
Met 0 .999 89 0 .5～180 16 .814 0 .78 0 .361 1 .39
Nval 1 .000 00 - 17 .271 0 .75 1 .000 0
Phe 0 .999 76 0 .5～360 18 .152 0 .17 0 .113 1 .23
Ile 0 .999 44 1 .0～160 18 .354 0 .05 0 .154 1 .89
Lys 0 .999 18 0 .5～160 18 .452 0 .04 0 .042 5 .90
Leu 0 .999 91 1 .0～160 18 .792 0 .06 0 .031 4 .63
Pro 0 .998 10 0 .5～160 21 .215 0 .02 0 .391 7 .82

 注 : * 表示只对测试样品作统计分析。

 Note : * stands for only making the statistical analysis ontest samples .
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3  讨论

水稻愈伤组织诱导和再生频率是决定能否成功转化的

重要因素。尤其是籼稻品种 , 由于其再生能力普遍偏低, 极

大地影响了遗传转化在籼稻上的应用。试验结果表明 , 各品

种的愈伤诱导率、胚性愈伤诱导率和绿苗分化率差异很大 ,

说明基因型也是影响杂交籼稻亲本以成熟胚为外植体的组

培效率的重要因素。培养基类型对籼稻组培愈伤诱导有着

十分重要的影响。笔者研究了16 个杂交籼稻亲本( 恢复系

和保持系) 成熟胚在MS 和CC 培养基中的愈伤诱导情况。结

果表明 ,MS 较CC 培养基有着更好的广谱适应性。为了提高

籼稻基因型植株分化能力, 许多学者研究了激素及其配比对

籼稻组培植株分化率的影响。王兴春等研究表明,6- BA 与

NAA 的配合使用较 Kt 与 NAA 的 配合使用效果更好[ 7] 。

Rachmawati 等对难以组织培养的爪哇稻品种 Rojolele 进行愈

伤组织分化率诱导, 发现以2 mg/ L 6- BA + 1 mg/ L NAA 的激

素配比植株再生频率最高[ 8] 。这与该研究结果相似, 即6- BA

用于植株分化可取得更好的效果。张平等报道了以2 mg/ L

6- BA + 0 .5 mg/ L NAA+ 0 .5 mg/ L Kt 的激素配比, 其愈伤组织

的分化率最高[ 9] 。在对4 个基因型进行6- BA、NAA 和Kt 3 因

素3 水平植株分化培养试验时, 发现不同基因型所需的最优

激素配比不同。籼稻基因型间植株再生能力存在差异有多

方面的原因, 其中植物内源激素成分和浓度是重要原因。罗

琼等研究表明, 对于内源激动素与内源生长素比低的籼稻基

因型, 通过增加分化培养基中外源激动素浓度可以提高植株

分化率[ 10] 。该研究通过优化分化培养基中的激素配比 , 进

一步提高了籼稻绿苗分化率, 尤其是对于植株再生培养力低

的基因型极为有效。对植株分化力低的基因型 R998 和 R463

进行的激素优化结果显示, 通过提高培养基( 外源) 激动素浓

度水平( 3 mg/ L 6- BA + 1 mg/ L Kt , 结合0 .5 mg/ L NAA) , 有效

地提高了植株分化率。
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表2 4 种荔枝花粉中游离氨基酸含量比较

Table 2  The content comparison of free amino acids in4 kinds of litchi

pollens mg/ g

氨基酸

Amino acids

桂味

Gui wei

妃子笑

Feizixiao

黑叶

Heiye

淮枝

Huaizhi
Asp   20 .7   7 .4  9 .2   13 .7

Glu 14 .2 9 .8 15 .2 22 .4

Ser 13 .1 3 .7 6 .1 8 .8

His 1 .6 18 .0 33 .4 45 .7

Gly 23 .6 4 .1 14 .3 21 .2

Thr 2 .2 0 .8 1 .5 2 .6

Ala 18 .1 5 .0 11 .1 17 .1

Arg 16 .0 12 .3 13 .3 5 .3

Tyr 10 .2 8 .7 6 .9 4 .6

Cys- Cys 1 .6 1 .8 1 .5 1 .2

Val 9 .1 7 .0 5 .9 5 .6

Met 5 .7 4 .8 3 .3 1 .3

Phe 14 .3 10 .7 8 .6 5 .3

Ile 13 .6 10 .7 9 .4 1 .6

Lys 46 .5 41 .0 30 .5 25 .7

Leu 35 .5 28 .8 23 .1 9 .1

Pro 2 .1 7 .1 6 .7 9 .7

总含量Total content 268 .8 189 .1 209 .2 214 .6

高, 占总游离氨基酸的46 .98 % ; 妃子笑以 His 、Arg 、Lys 和

Leu 含量最高 , 占总游离氨基酸的52 .93 % ; 黑叶以 Glu、His 、

Lys 和 Leu 含量最高, 占总游离氨基酸的48 .85 % ; 淮枝以

Glu、His 、Gly 、和Lys 含量较高 , 占总游离氨基酸的53 .59 % 。

妃子笑的总游离氨基酸含量偏低 , 可能与花粉成熟度和树

龄有关。

3  结论与讨论

( 1) pH 值对分析测试有影响。该试验中 , 流动相的最

佳pH 值为7 .200±0 .025 ,pH 值小于7 .100 氨基酸出峰不完

全,pH 值增大色谱峰出峰时间提前, 尤其是10 ～16 min 出

峰的氨基酸提前明显 ; OPA 衍生化反应的 pH 值要大于

8 .500 , 而FMOC 衍生化反应的pH 值必须大于9 .500 。

( 2) 该试验中, 衍生化反应2 min 内完成,18 种氨基酸在

22 min 内出峰完全且分离良好, 溶剂峰( 22 min 之后出峰) 不

影响检测 , 是一种理想的全谱氨基酸分析方法。

( 3) 4 个荔枝品种花粉的总游离氨基酸含量从大到小排

序为: 桂味268 .8 mg/ g > 淮枝214 .6 mg/ g 、黑叶209 .2 mg/ g

> 妃子笑189 .1 mg/ g 。
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