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ИЗУЧЕНИЕ АКТИВНОСТИ ФЕНИЛАЛАНИН-АММИАК-ЛИАЗЫ, 
КОЛИЧЕСТВО АНТОЦИАНИНОВ И ФЛАВОНОИДОВ ПРИ РОСТЕ И 

СОЗРЕВАНИИ ПЛОДОВ ЯБЛОНИ НА МАТЕРИНСКОМ ДЕРЕВЕ

Аннотация. Изучена динамика изменения активности фенилаланин-аммиак-лиазы (ФАЛ), 
а также количества антоцианинов и флавоноидов в плодах яблони двух сортов (Malus 
domestica Borkh.) в ходе их роста и созревания на материнском дереве. В зависимости от 
степени созревания и сортового состава плодов все три исследуемые показатели досто-
верно отличались между собою. Кривые, отражающие изменение активности ФАЛ, имели 
два пика. На средней стадии роста плодов активность ФАЛ значительно уменьшилась. 
Обнаружена положительная корреляция между уровнем активности ФАЛ и общим коли-
чеством флавоноидов. С антоцианинами такая корреляция не обнаружена.
Ключевые слова: фенилаланин-аммиак-лиаза (ФАЛ), антоцианины,  флавоноиды, яблоко 
(Malus domestica Borkh.).

S. Qulieva, S. Gulahmadov, A. Quliev 
Baku State University, Azerbaijan

STUDY OF PHENYLALANINE AMMONIA-LYASE ACTIVITY, ANTHOCYANIN 
AND FLAVONOID LEVELS AT DIFFERENT STAGES OF APPLE FRUIT 

DEVELOPMENT ON MOTHER TREE

Abstract. We report the phenylalanine ammonia-lyase (PAL) activity, anthocyanin and flavonoid 
levels at different stages of apple fruit (Malus domestica Borkh.) development on mother 
trees. We have observed a wide variation in the level of the PAL activity, anthocyanin and total 
flavonoid levels in different apple cultivars and at different stages of development. The curves 
showing the change in the PAL activity have two distinct peaks. The PAL activity was found 
to be the highest in immature fruit, dropped to low levels during development, and then rose 
upon ripening. We have found a significant correlation between the average PAL activity over 
the all developmental stages and the final concentration of total flavonoids; however, apparent 
correlation between the average PAL activity and final anthocyanin concentration has not been 
observed.
Key words: phenylalanine ammonia-lyase (PAL), anthocyanin, flavonoid, apple fruit (Malus 
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В цепи событий, лежащих в основе 

формирования товарного вида и вку-

сового качества плодов яблони и ряда 
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других сочных плодов, основное место 

занимает синтез вторичных метаболи-

тов, таких, как антоцианины и флаво-

ноиды. В растительных тканях разно-

видность и количество флавоноидов 
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зависит от их генотипа [13, c. 111]. На 

ранних стадиях роста и развития ко-

жура плодов яблони содержит боль-

шое количество проантоцианидинов и 

флавонолов. В некоторых сортах этих 

плодов при их созревании накаплива-

ются также антоцианины [8, c. 867]. 

Углеродный скелет всех флавоно-

идов формируется из двух основных 

промежуточных метаболитов фенил-

пропаноидного пути: малонил-КоА и 

р-кумарил-КоА [14, c. 401]. Первой ста-

дией синтеза этих соединений в тканях 

высших растений является дезамини-

рование L-фенилаланина, в результате 

которого образуются транс-коричная 

кислота и аммиак. Эта реакция катали-

зируется фенилаланин-аммиак-лиазой 

(ФАЛ КФ 4.3.1.5), которая часто счи-

тается ключевым ферментом синтеза 

флавоноидов [12, c. 851]. В раститель-

ных тканях уровень активности ФАЛ 

зависит от генотипа особей, возраста, 

степени зрелости, а также от органа и 

типа тканей [7, c. 178]. На активность 

ФАЛ влияет ряд факторов, такие, как 

свет, температура, регуляторы роста, 

ингибиторы биосинтеза РНК и белка, 

водное голодание и минеральное пита-

ние [16, c. 1355].

Показано, что во многих тканях 

повышение активности ФАЛ кор-

релирует с увеличением количества 

флавоноидов. В большинстве случа-

ев параллельно с этими процессами 

увеличивается активность также тех 

ферментов, которые ассоциируются 

с путем анаболизма флавоноидов [16, 

c. 1359]. В некоторых растительных 

тканях биосинтез антоцианинов так-

же ассоциирует с повышением актив-

ности ФАЛ. Однако можно привести 

немало примеров тканей растений, где 

функционирование  ФАЛ не приво-

дит к биосинтезу и накоплению анто-

цианинов. Это связано с тем, что ФАЛ 

проявляет активность при биосинтезе 

целого ряда других фенилпропаноид-

ных соединений, таких, как шикимо-

вая кислота и ее эфирное производное 

с КоА, а также связанные с ними веще-

ства типа хлорогенной кислоты, кума-

рина и лигнина [16, c. 1351].

Таким образом, информация о со-

держании и количестве антоцианинов 

и флавоноидов в растительных тканях 

носит неоднозначный характер, а во-

прос о месте и роли ФАЛ в биосинтезе 

и накоплении этих соединений оста-

ется открытым. В настоящей работе 

было изучено изменение активности 

фенилаланин-аммиак-лиазы, количе-

ство антоцианина и флавоноидов на 

фоне роста и созревания плодов ябло-

ни на материнских деревьях.

Материалы и методы

Объектами исследования служили 

плоды яблок (Malus domestica Borkh.) 

двух зимних сортов (Гызыл Ахмеди и 

Ренет Симиренко), произрастающих 

в окрестностях города Губа, в северо-

восточной части Азербайджана. Пло-

ды исследуемых сортов отличались 

между собою по размерам и окраши-

ванию. Так, плоды сорта Гызыл Ахме-

ди по размерам немного уступали пло-

дам Ренет Симиренко. Зрелые плоды 

сорта Гызыл Ахмеди полностью окра-

шивались в темно-красный цвет, тогда 

как зрелые  плоды Ренет Симиренко 

имели желтовато-зеленый цвет. Цве-

тение деревьев наблюдалось в первой 

декаде мая. Для исследования плоды 

собирали в разные периоды их роста и 

развития. Плоды, собранные 15 июня 

и 1 июля, мы считали как плоды ран-
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него срока развития, а 15 июля, 1 и 15 

августа – среднего срока развития и, 

наконец, собранные 31 августа и 15 

сентября – позднего срока развития. 

Осторожно собранные плоды, в кар-

тонных коробках, наполненных мел-

кими опилками, были доставлены в 

лабораторию и до использования хра-

нились при 40С.

Ферментный препарат ФАЛ экстра-

гировали из кожуры плодов по слегка 

модифицированной методике [17]. С 

этой целью с пяти плодов снимали 5 г 

кожуры и помещали ее в фарфоровую 

ступку с жидким азотом. Экстракцию 

проводили в среде, состоящей из 15 

мл 20 mM Трис-Сl-буфера (рН 8.0), 

содержащего 5%  PVP (MВ 44,000), 

20 mM Na аскорбат, 10 mM меркап-

тоэтанол и 0.1% Тритон X-100. Далее 

гомогенат пропускали через двойной 

слой капроновой ткани и центрифу-

гировали 10 мин при 20 000 g. Осадок 

отбрасывали и на супернатант добав-

ляли сульфат аммония (35%). Спустя 

30 мин, с целью удаления  PVP, рас-

твор еще раз подвергали центрифуги-

рованию в течение 20 мин при 20 000 

g. На супернатанте концентрацию 

сульфата аммония увеличивали до 

80%. Фракцию центрифугировали 20 

мин при 20 000 g, осадок растворяли 

в 2 мл экстракционной среде без PVP 

и Тритон Х-100. Полученный раствор 

подвергали диализу в том же растворе 

в течение ночи для получения частич-

но очищенного препарата ФАЛ. Весь 

процесс получения препарата ФАЛ 

повторяли трижды для каждого со-

рта яблок и проводили при  40С. Белок 

определяли по методу [5], в качестве 

стандарта использовали БСА. 

Инкубационная среда для опреде-

ления активности фермента в препа-

рате состояла из 15 mM Трис-HCl бу-

фера (рН 8,5), 12 mM L-фенилаланина, 

0,5 мл ферментного препарата. Реак-

цию проводили в кварцевых кюветах 

(размер 1x1x4 см). Контрольным вари-

антом служила реакционная смесь, не 

содержащая L-фенилаланин. Общий 

объем инкубационной среды состав-

лял 3 мл. В контроль вместо субстрата 

добавляли 0,5 мл буферного раствора. 

Реакционную смесь инкубировали в 

течение часа при 370С. Реакцию оста-

навливали добавлением в среду 35% 

ледяную ТФУ. Далее, для осаждения 

денатурирующих белковых молекул, 

содержимое инкубационной среды 

центрифугировали 5 мин при 5000 

g.  Активность фермента определяли 

спектрофотометрическим методом 

по изменению оптической плотности 

реакционной среды при 290 нм. Ак-

тивность ФАЛ выражали в единицах 

оптической плотности. Расчет актив-

ности проводили на исходный вес 

сырой ткани или на 1 мг белка (ΔЕ/мг 

белка или ΔЕ/г сырого веса ткани). 

Количество антоцианинов и флаво-

ноидов определяли по модифициро-

ванной методике [15]. Каждый раз, па-

раллельно с процедурой приготовления 

ферментного препарата ФАЛ, с тех же 

образцов плодов снимали кожуру (2,5 

г) и помещали в жидкий азот. После за-

мерзания ткани осуществляли экстрак-

цию с помощью 15% раствора уксусной 

кислоты в метаноле (25 мл). Гомогенат 

центрифугировали 10 мин при 15000 g. 

В супернатанте количество проантоци-

анидинов, флавонолов и антоцианинов 

определяли спектрофотометрически 

при длине волны, соответственно, 280 

нм, 350 нм и 530 нм. Полученные значе-

ния сравнивали со стандартными рас-

творами соответствующих соединений. 
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Общее количество флавоноидов вы-

числяли исходя из полученных значе-

ний всех трех измерений.

Результаты и обсуждение

Результаты исследования дина-

мики изменения активности ФАЛ на 

разных стадиях роста и созревания 

плодов яблони представлены на рис. 1. 

Для плодов обоих сортов кривые, от-

ражающие изученную динамику, ха-

рактеризуются двумя пиками. Первый 

пик активности наблюдался на ранней 

стадии роста плодов. На этой стадии 

в плодах сорта Гызыл Ахмеди она со-

ставляла 48 единиц. Далее по мере раз-

вития плодов активность ФАЛ резко 

уменьшалась и составляла лишь 32%  

того уровня, которая наблюдалась в 

начале опытов. Затем по мере созре-

вания плодов активность фермента 

постепенно увеличивалась и достига-

ла уровня 34 единиц, что уже на 28% 

меньше по сравнению с активностью, 

наблюдаемой на начальной стадии 

развития плодов.
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Рис. 1. Активность фенилаланин-аммиак-лиазы в кожуре плодов яблони сортов Гызыл 

Ахмеди и Ренет Симиренко на разных стадиях их роста и созревания

Аналогичные данные в плодах Ре-

нет Симиренко составляли на началь-

ной стадии роста 37 единиц, далее уро-

вень активности фермента упала до 12 

единиц, а на поздней стадии развития 

плодов повышалась до 22 единиц. Та-

ким образом, разница между плодами 

исследуемых сортов проявилась лишь 

на уровнях активности ФАЛ. Так, в 

плодах сорта Ренет Симиренко она 

была значительно меньше (40%), чем у 

сорта Гызыл Ахмеди.

В следующей серии экспериментов 

была изучена динамика изменения 

количества флавоноидов в кожуре на 

фоне роста и созревания плодов (рис. 

2). Результаты исследований показали, 

что в зависимости от сортового соста-
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ва, а также от срока развития и степени 

созревания плодов, количество флаво-

ноидов в кожуре отличается. В плодах 

обоих исследуемых сортов динамика 

изменения количества флавоноидов 

в целом напоминала динамику актив-

ности ФАЛ. Однако на средней стадии 

созревания плодов обоих сортов ко-

личество флавоноидов, в отличие от 

активности ФАЛ, уменьшилось посте-

пенно, а затем медленно повышалось 

(рис. 2-А и Б).
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Рис. 2. Количество флавоноидов и антоцианинов в кожуре плодов яблони сортов Гызыл 

Ахмеди (А) и Ренет Симиренко (Б) на разных стадиях их роста и созревания

На начальных стадиях роста коли-

чество антоцианинов в плодах сорта 

Гызыл Ахмеди было намного меньше 

(0,2 мг/г), чем флавоноидов и состав-

ляло лишь 1,9% от общего количества 

последних. Далее, по мере роста и 

созревания плодов наблюдалось ли-

нейное повышение их количества. На 

поздней стадии созревания количе-

ство антоцианинов достигало уровня 

2,2 мг/г ткани (24,6% от общего коли-

чества флавоноидов).  В плодах же со-

рта Ренет Симиренко, на первой ста-

дии их роста и развития антоцианины 

практически не обнаруживались. На 

средней стадии роста  и развития пло-

дов (спустя 1 месяц) их наблюдали в 

следовом количестве (0,03 мг/г). Далее 

в плодах этого сорта количество анто-

цианинов тоже повышалось линейно и 

в конце опытов достигало уровня 0,2 

мг/г ткани, что составляло 3,03% от 

общего количества обнаруживаемых в 

тот же период флавоноидов. 

Таким образом, кривые, отража-

ющие изменение активности ФАЛ в 

кожуре плодов яблони в обоих ис-

следуемых сортов, имели два пика. 

Спад активности ФАЛ обнаружен на 

средней стадии роста плодов. На наш 

взгляд, наблюдаемая разница между 

изученными показателями в плодах 

связаны в большей степени с генетиче-

ским различием сортов, нежели с фак-

торами окружающей среды. Так как 

деревья находились на соседних участ-

ках, агротехнические и климатические 

условия  их выращивания  особенно не 

отличались друг от друга. 

Обнаруживаемая в наших опы-

тах динамика изменения активности 

ФАЛ была похожа на аналогичную 
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динамику в плодах клубники (Fragaria 

ananassa Duch.). Первый пик актив-

ности в этих плодах был обнаружен в 

зеленных незрелых плодах и совпал с 

увеличением в них количества флаво-

ноидов. Второй пик был обнаружен в 

зрелых плодах, где количество  антоци-

анинов было значительно больше [8, c. 

866]. Увеличение активности ФАЛ при 

созревании клубники было обусловле-

но биосинтезом ферментного белка  de 

novo [11, c. 27]. 

В литературе часто встречаются 

мнения о том, что ФАЛ является ли-

митирующим фактором в синтезе 

флавоноидов, коричной кислоты и 

других фенилпропаноидов [1, c. 208; 

8, c. 866; 24, c. 781]. По мнению [19], 

наоборот, уровень фенилаланина мо-

жет быть ключевым фактором в этом 

процессе. Похоже,  что аллостериче-

ские механизмы ингибирования  мо-

гут играть  эффективную роль в регу-

ляции активности ФАЛ. Извлечение 

такого важного метаболита, как фе-

нилаланин, из активного метаболиче-

ского пути биосинтеза белка должно 

осуществляться по иным механиз-

мам. Превращение фенилаланина в 

«дорогие» вторичные вещества без 

должного регуляторного механизма 

нереально, поскольку это «не выгод-

но» организму растения [21, c. 2117].

В плодах яблони на всех стадиях 

их роста и развития уровень активно-

сти ФАЛ в опытах всегда превосходил 

скорость биосинтеза и накопления 

флавоноидов. Однако в большинстве 

случаев количество дезаминирован-

ных молекул фенилаланина было 

больше, чем накопленные фенольные 

соединения [2, c. 1159; 4, c. 2288;  18, 

c. 141; 21, c. 2118]. В плодах клубни-

ки была обнаружена параллель между 

активностью ФАЛ и накоплением ан-

тоцианинов, хотя очевидный избы-

ток на уровне активности изученного 

фермента не определял его как лими-

тирующий фактор [8, c. 866]. Вопреки 

всему вышеизложенному, существу-

ет мнение о том, что ФАЛ является 

ключевым ферментом превращения 

фенилаланина в фенольные соедине-

ния, следовательно, и в флавоноиды. 

Такое расхождение мнений исследо-

вателей можно объяснить тем, что, по 

всей видимости, из-за присутствия 

возможного(ых) ингибитора(ов) и 

различия значений рН, существует 

разница между in vivo и in vitro актив-

ности ФАЛ. Кроме того, существует 

ряд других факторов, определяющих 

взаимосвязь между активностью 

ФАЛ и накоплением флавоноидов. 

Например, метаболизм флавоноидов, 

возможно, имеет свою специфику, а 

их количество в тканях остается от-

носительно стабильным. Что касает-

ся катаболизма флавоноидов, то этот 

процесс протекает в основном очень 

медленно, если протекает вообще [10, 

c. 554; 23, c. 477]. 

На фоне существующей корреля-

ции между уровнем активности ФАЛ 

и количеством флавоноидов в пло-

дах яблони, прямая связь фермента 

с количеством антоцианинов не на-

блюдалась. Это связано с тем, что ан-

тоцианины составляют очень неболь-

шую часть общих флавоноидов. ФАЛ 

участвует в процессе биосинтеза ряда 

вторичных метаболитов, только ма-

лую  часть которых составляют флава-

ноиды.  Поэтому лучшую корреляцию 

можно обнаружить между активно-

стью фермента и общим количеством 

фенольных соединений. ФАЛ участву-

ет в синтезе хлорогенной кислоты, ко-
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торая имеется в кожуре сочных плодов 

в достаточно высокой концентрации 

[6, c. 946; 9, c. 988; 22, c. 322]. 

Таким образом, кривые изменения 

активности ФАЛ в кожуре плодов ис-

следуемых сортов имели два пика. На 

средней стадии роста плодов актив-

ность ФАЛ значительно уменьшилась. 

Обнаружена положительная корреля-

ция между уровнем активности ФАЛ 

и общим количеством флавоноидов. 

С антоцианинами такая корреляция 

не обнаружена. Без дополнительных 

исследований невозможно сделать за-

ключение о лимитирующем характере 

ФАЛ в процессах синтеза флавоноидов 

и антоцианинов.
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