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固相萃取!高效液相色谱法测定葡萄酒中

白藜芦醇及其糖苷异构体
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摘要：建立了固相萃取 ’高效液相色谱（()*’+),-）测定葡萄酒中白藜 芦 醇 及 其 糖 苷 异 构 体 的 方 法，并 用 此 方 法 测

定了市售的 $# 种葡萄酒中顺反式白藜芦醇及其糖苷的含量。实验确定了葡萄酒样品中的白藜芦醇及其糖苷的固

相萃取方法，通过优化萃取条件，有效地去除了葡 萄 酒 中 大 量 干 扰 成 分。采 用 +./0123# -$, 柱（/A 6 44 3$ 5$ 6 !#"
44，#!4）分离，以乙腈 ’水为流动相，线性梯度洗脱，用二极管阵列检测器分别于 !,, 74 和 +"6 74 波长下检测，/
种组分分离良好，提高了分析结果的准确性。采用外标法定量，/ 种组分的质量浓度与其峰面积在一定的范围内有

良好的线性关系，相关系数为"A ..7 + - "A ... .。/ 种 组 分 的 平 均 加 标 回 收 率 为 .7A /8 9 .,A ,8（ 相 对 标 准 偏 差 为

!A $8 9 +A !8），检测限为 "A ""! - "A ""# 4: ; ,。对市售 $# 种葡萄酒的检测结果 表 明，白 藜 芦 醇 作 为 葡 萄 酒 中 重 要

的生物活性成分，其含量与葡萄酒的酿造方式、葡萄品种、葡萄产地有密切的关系。该方法还可用于其他天然产物

中白藜芦醇及其糖苷异构体的测定。

关键词：固相萃取；高效液相色谱；白藜芦醇；白藜芦醇苷；葡萄酒

中图分类号：<6#,2 2 2 文献标识码：=& & & 文章编号：$""" ’,7$+（!""#）"$ ’"",, ’"/

"#$#%&’()$’*( *+ $,# -*($#($. *+ /#.0#%)$%*1. )(2 3’4#’2.
’( 5’(#. 67 8’9, 3#%+*%&)(4# :’;<’2 -,%*&)$*9%)=,7

>’$, ?*1’2 3,).# @A$%)4$’*(
(+> ?"@A37$，! ，-+*% B37$ ，+* C3:@"$ ，D=E ?@7A37:$ ，F*%G ,3:07:$

（! ! "#$$%&% #’ (##) *+,%-+% .-) /012,1,#-.$ 3-&,-%%2,-&，"4,-. 5&2,+0$102.$ 6-,7%28,19，:%,;,-& !"""#$，"4,-.；

% ! <4%-&=4#0 "#$$%&% #’ 5-,>.$ ?08@.-)29 3-&,-%%2,-&，<4%-&=4#0 &’"""#，"4,-.）

B6.$%)4$：= 40HI"5 IJ2 K007 50L0#"/05 M"1 HI0 50H01437JH3"7 "M HI0 N"7H07H2 "M +,8’ J75 12.-8’
102L01JH1"#2 J75 /3N0352 37 O3702 K. I3:I /01M"14J7N0 #3A@35 NI1"4JH":1J/I.（+),-）O3HI 2"#35
/IJ20 0PH1JNH3"7（ ()*）$ QI0 H0NI73A@02 "M ()* 37N#@537: HI0 JNH3LJH3"7 "M HI0 ()* N"#@47，

0#3437JH3"7 "M 37H01M0107N0 J75 0#@H3"7 N"753H3"72 "M 2J4/#02 O010 N"7M31405$ QI0 J7J#.H02 O010
20/J1JH05 K. @237: J +./0123# -$, N"#@47（/A 6 44 3$ 5$ 6!#" 44，# !4）J75 JN0H"73H13#0’OJH01
J2 4"K3#0 /IJ20 O3HI #370J1 :1J5307H 0#@H3"7$ = /I"H"53"50 J11J. 50H0NH"1 4"73H"105 JH HI0 50H0N’
H3"7 OJL0#07:HI2 "M !,, 74 J75 +"6 74 M"1 +,8’ J75 12.-8’32"4012，102/0NH3L0#.$ QI0 0PH017J#
2HJ75J15 NJ#3K1JH3"7 N@1L02 O010 @205 37 A@J7H3HJH3"7$ QI010 O010 :""5 #370J1 N"110#JH3"72 K0’
HO007 HI0 N"7N07H1JH3"72 J75 /0JR J10J2 "M HI0 M"@1 N"4/"707H2 O3HI HI0 N"110#JH3"7 N"0MM3N307H2
"M "A ..7 + B "$ ... .$ QI0 JL01J:0 10N"L01302 O010 .7A /8 S.,A 68 O3HI 10#JH3L0 2HJ75J15 50L3JH3"72
"M !A $8 S+A !8$ QI0 50H0NH3"7 #343H2 O010 "A ""! B "A ""# 4: ; ,$ QI0 40HI"5 "M ()*’+),- 0#343’
7JH05 J :10JH 50J# "M 37H01M0107N02 37 O3702 0MM0NH3L0#. K. "/H343T37: 0PH1JNH3"7 N"753H3"72$ QI0
M"@1 32"4012 O010 O0## 20/J1JH05 J75 HI0 J7J#.H3NJ# 102@#H2 O010 34/1"L05 O0## J75 H1@#.$ QI0 10’
2@#H2 M"1 50H0143737: $# 4J1R0H O3702 2I"O05 HIJH J2 J7 34/"1HJ7H K3"JNH3L0 2@K2HJ7N0，HI0 102’
L01JH1"# N"7H07H IJ2 N#"20 10#JH3"72I3/2 O3HI K10O37: 40HI"52，LJ130H302 "M :1J/0 J75 /1"5@N37:
J10J2$ QI0 102@#H2 J#2" 2I"O05 HIJH 3H 32 J N"7L07307H，1J/35，20723H3L0 J75 JNN@1JH0 40HI"5$ EH
NJ7 K0 @205 H" J7J#.T0 102L01JH1"#2 J75 /3N0352 37 "HI01 7JH@1J# 2J4/#02$
C#7 >*%2.：2"#35 /IJ20 0PH1JNH3"7；I3:I /01M"14J7N0 #3A@35 NI1"4JH":1J/I.；102L01JH1"#2；

/3N0352；O3702



! 第 ! 期 舒友琴等：固相萃取"高效液相色谱法测定葡萄酒中白藜芦醇及其糖苷异构体

! ! 白藜芦醇（ #$%&$#’(#)*），化学名称为芪三酚，分

子式为 +!",!#-$ 。在自然条件下，白藜芦醇还能以

葡萄糖苷即白 藜 芦 醇 糖 苷（ ./0$/1）的 形 式 存 在，糖

苷具有和白藜芦醇同样的生物活性。白藜芦醇及其

糖苷具有顺式和反式两种构型，其中反式异构体的

生物活性强于顺式异构体。在紫外线照射下，反式

异构体能 够 转 化 为 顺 式 异 构 体［!］。 葡 萄 酒 中 的 白

藜芦醇及其衍生物主要来源于葡萄果皮，其总量为

顺反式白藜芦醇和顺反式白藜芦醇苷含量的总和。

! ! 葡萄 酒 的 保 健 作 用 早 为 人 们 所 认 识。 上 世 纪

%& 年代以来，国内外对葡萄酒中白藜芦醇的保健作

用和测定 方 法 等 进 行 了 大 量 的 研 究［#，$］。 近 几 年，

越来越多的药理试验表明，白藜芦醇对人体具有多

种医疗保健作用，如抗肿瘤、抗凝血、抗高血脂症、抗

菌、抗炎、防治骨质疏松等，因此引起了全世界科学

家的重视［!，"，’］。

! ! 葡萄酒中白藜芦醇及其异构体的测定常用高效

液相色谱法［( ) *］，其 他 如 气 相 色 谱"质 谱 法［%］、高 效

液相色谱"质谱 法［!&］、毛 细 管 电 泳 法［!!］、二 次 微 分

简易示波伏安法［!#］等也有应用。但通常条件下，多

数方法只能测定顺反式白藜芦醇或反式白藜芦醇与

其糖苷，而不能同时测定 " 种异构体，因而测定结果

不能真实反映葡萄酒中白藜芦醇异构体的含量。关

于白藜芦醇 " 种异构体的同时测定，国内外有一些

用 ,23+ 法分析 的 报 道［+，!$］，但 由 于 葡 萄 酒 中 存 在

的酚类物质对测定的干扰，使得 " 种白藜芦醇异构

体的分离效 果 不 够 理 想，影 响 测 定 结 果 的 准 确 性。

本文采 用 +!* 固 相 萃 取 柱 预 处 理 样 品，有 效 地 去 除

了干扰组分。方法简便、快速、灵敏、准确。用 本 法

同时测定了市售 !’ 种葡萄酒中的白藜芦醇 " 种异

构体的含量。检测结果表明，葡萄酒的酿造工艺、葡

萄品种及产地等多种因素均影响葡萄酒中的白藜芦

醇含量。

!" 实验部分

! ! !" 仪器和试剂

! ! 日本岛津公司高效液相色谱仪 425"6!&782，

二极管阵列（257）检测器，双泵，岛津色谱工作站。

+!* 固相萃取柱（’&& 9:，( 93，8’#/’; 公司）。

! ! 反式 白 藜 芦 醇 标 准 品（ 纯 度 < %%= ，4/:9’ 公

司），反式白藜 芦 醇 苷 标 准 品（ 纯 度 < %%= ，复 旦 大

学药学院 天 然 药 物 研 究 室 ）；乙 腈（ 色 谱 纯，5/>9’
分装），三乙胺（ 分 析 纯），乙 酸 乙 酯、无 水 乙 醇 等 均

为分析纯。

! ! 葡萄酒样品购于超市，各个酒样的酿造类型、葡

萄品种以及产 地 为：样 品 !，干 红，赤 霞 珠，河 北；样

品 #，干红，赤霞珠，山东；样品 $，干红，%&= 赤霞珠

?!&= 美乐，河北；样品 "，干红，美乐，河北；样品 ’，

干红，加媚，河北；样 品 (，干 红，玫 瑰 香，山 东；样 品

+，干红，玫瑰 蜜，云 南；样 品 *，干 红，未 注 明，山 东；

样品 %，红葡萄酒，未注明，北京；样品 !&，红葡萄酒，

未注明，新疆；样 品 !!，红 葡 萄 酒，玫 瑰 香，吉 林；样

品 !#，红葡萄酒，野山葡萄，吉林；样品 !$，干白葡萄

酒，霞多丽，河北；样品 !"，白葡萄酒，龙眼，河北；样

品 !’，白葡萄酒，夏多内，北京。

! ! #" 标准溶液的制备

! ! 分别称取反式白藜芦醇和反式白藜芦醇苷标准

品#, ’ 9:，用甲醇定容至 #’ 93，制成含量为 !&&, &
9: @ 3的储备液。取 以 上 两 溶 液 适 量，置 于 $(’ ;9
紫外光下分别照射 # A 和 ! A，作为顺式白藜芦醇和

顺式白藜芦醇苷储备液，实验测得其转化率分别为

(%, $= 和 ’*, #= 。

! ! $" 色谱条件［+］

! ! ,B.$#%/* +!* 色谱柱（", ( 99 /C 1C D #’& 99，

’ !9）；流动相：7 液为含 &, !=三乙胺的 +, ’=乙腈

水溶液，E 液 为 !&&= 乙 腈；线 性 梯 度 洗 脱 程 序：#&
9/; 内 由 !&&= 7 液 变 为 !&&= E 液，流 速 为 &, (
93 @ 9/;；二极 管 阵 列 检 测 器 在 $&( ;9 和 #** ;9
波长下检测；进样量 #& !3。

! ! %" 样品处理

! ! 吸取葡萄酒样 ’, && 93，以小于 &, " 93 @ 9/;的

速度通过活化好的 +!* 固相柱，以淋洗液淋洗，抽真

空除去 柱 中 水 分 后，以 ’, && 93 乙 酸 乙 酯 洗 脱，洗

脱液即为测试液。

#" 结果与讨论

# ! !" 组分的确定及检测波长的选择

! ! 样品中的白藜芦醇及其异构体通过与标准品保

留时间的对照来确认。由 257 检测器扫描所 得 的

紫外光谱图可知，顺反式白藜芦醇的最大吸收波长

分别为 #** 和 $&( ;9；顺 反 式 白 藜 芦 醇 苷 的 最 大

吸收波长分别为 #*( 和 $!* ;9。故分别在 #** ;9
和 $&( ;9 检测 波 长 下 提 取 色 谱 图，计 算 顺 反 式 异

构体的峰面积。

# ! #" 固相萃取条件的选择

! ! 葡萄酒 组 成 复 杂，含 有 多 种 酚 类 化 合 物，如 黄

酮、花色素、单宁等，它们与白藜芦醇及其异构体的

性质相似，干扰测定，因此样品的前处理十分重要。

本文利用固相萃取的优势，通过选择淋洗液，有效地

消除了其他化合物的干扰。

! ! 固 相 萃 取 柱 在 使 用 前 要 依 次 用 $ 93 乙 酸 乙

酯、$ 93 %’=乙 醇 活 化。样 品 通 过 固 相 萃 取 柱 时，

·%*·
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应注意流速不大于 #$ % !" # !$%，否则会因未达到分

配平衡，目标组分未被完全吸附而影响萃取回收率。

样品过柱后，依次用去离子水和 &!&乙醇（ ’( ’$ #，

用 & !)* # " 磷 酸 二 氢 钾 和 & !)* # " 磷 酸 氢 二 钾 调

节）淋洗以除去大部分的酚类物质。由于水分会影

响洗脱剂对测定组分的溶解能力，因此，洗脱目标组

分前一定要充分除去固相萃取柱中的水分。本试验

采用真空下将柱抽干处理 !# !$%。

+ + 不同文献报道的进样量和洗脱剂用量的比例不

同，通常二者的体积比在 & ( ! 至 ! ( & 之间［&&，&%］。本

文研究发现，以与样品等体积的乙酸乙酯洗脱，由紫

外分光光度法测得反式白藜芦醇和反式白藜芦醇苷

的萃取回收率分别为 )’$ *& 和 )’$ "&。

! ! "# 工作曲线及方法检测限

+ + 取反式白藜芦醇和反式白藜芦醇苷储备液分别

制备 &##, #，+#, #，%#, #，!#, #，&#, #，,, # !- # "的系列

标准溶液，按色谱条件测定，以峰面积 ! 对组分相应

的质量浓度 "（!- # "）进行线性回归，得到反式白藜

芦醇和反式白藜芦醇苷的回归方程（见表 &）。

+ + 取以上两系列标准溶液适量，置于 "+, %! 紫外

光下分别照射 ! . 和 & .，按色谱条件测定，由反式异

构体浓度的减少求出相应溶液中顺式异构体的浓度，

以顺 式 异 构 体 的 峰 面 积 ! 对 相 应 的 质 量 浓 度 "
（!- # "）进行线性回归，得到顺式白藜芦醇和顺式白

藜芦醇苷的回归方程。根据信噪比 # $ % / " 计算检

测限。结果列于表 &。

表 $# 顺反式白黎芦醇及白黎芦醇糖苷测定的工作曲线和检测限

"#$%& $# ’#%($)#*(+, -.)/&0 #,1 1&*&-*(+, %(2(*0 +3 !"#4 #,1 $%&’#4)&0/&)#*)+%0 #,1 5(-&(10

0)!’)%1%2 0)%31%2452$)% #（!- # "） 61-4177$)% 18952$)%&） & :12132$)% *$!$2!）#（!- # "）

’&()*;617<14524)* , , # - &## , # ! + ,&*))" = ,#&)" # , ))*+ # , ##"
’&()*;>$31$? , , # - &## , # ! + &#)%*&" @ *&’&" # , ))’) # , ##,
,-*;617<14524)* " , %+ - +) , " ! + *#%%’" = &#*!#’ # , )))& # , ##!
,-*;>$31$? ! , )! - ,’ , ! ! + )*&#&" = !#%"’ # , )))) # , ##"

+ &）!：>15A 5415；"：!577 3)%31%2452$)%，!- # ", !）35*39*521? 57 # $ % / " ,

! ! %# 方法的回收率及精密度

+ + 取一已知 % 种异体含量的葡萄酒样 ,$ ## !" 于

&# !" 容量瓶中，加入经光照的 &## , # !- # " 反式白

藜芦醇和反式白藜芦醇苷储备液各 &## !"，用甲醇

稀释至刻度。按样品处理方法进行预处理，按色谱

条件测定，重复测定 , 次，计算方法的回收率和精密

度（ 见表 !）。

表 !# 方法的精密度和回收率（) + ,）

"#$%& !# 6)&-(0(+, #,1 )&-+/&)7 +3 *8& 2&*8+1（) + ,）

0)!’)%1%2
B53A-4)9%? #

（!- # "）

C??1? #
（!- # "）

D)9%? #
（!- # "）

613)<14E #
&

6F: #
&

’&()*;617<14524)* & , ,", # , "#* & , ’"+ )’ , & " , !
’&()*;>$31$? # , +%) # , %&’ & , #,+ )* , % ! , +
,-*;617<14524)* # , +"& # , +)" & , "&+ )’ , ’ ! , ’
,-*;>$31$? & , !,& # , ,’! & , ’!& )* , ) ! , &

! ! &# 样品测定

+ + 分别吸取 &, 种葡萄酒样各 ,$ ## !"，按样品处

理方法预处理，按色谱条件测定，以保留时间定性，

以外标法定量。图 & 为混合标样和一葡萄酒样品在

检测波长为 "#+ %! 时 的 色 谱 图，表 " 为 葡 萄 酒 样

测定结果。

+ + 由表 " 可知，在市售的干红、甜红、干白和白葡

萄酒 % 种类型葡萄酒中，干红葡萄酒中白藜芦醇及

其糖苷的含量最高，红葡萄酒次之，白葡萄酒最低，

这与它们的制作过程有关。由于白藜芦醇及其糖苷

主要存在于葡萄皮中，易溶于醇，微溶于水，干红葡

萄酒是以红葡萄带皮发酵，在发酵过程中，酒精的浸

图 $# 标准品（#）和样品（$）的色谱图

9(:! $# ’8)+2#*+:)#20 +3 0*#,1#)1 0+%.*(+,（#）

#,1 0#25%& 0+%.*(+,（$）

+ & , ’&()*;’$31$?；! , ,-*;’$31$?；" , ’&()*;417<14524)*；% , ,-*;417;
<14524)*,

提作用使果皮中的白藜芦醇能够进入葡萄酒中。白

葡萄酒是以葡萄去皮后所得纯汁发酵制成，而红葡

萄酒是以干红葡萄酒加其他物质调制或以葡萄加糖

发酵得到，因而后两类葡萄酒中的白藜芦醇及其糖

苷含量较低，特别是被测的 " 种白葡萄酒中有两种

未能检出白藜芦醇及其糖苷。

+ + 葡萄品种对酒中的白藜芦醇及其糖苷的含量有

明显影响，不同品种的葡萄酿造的葡萄酒中，白藜芦

醇及其糖苷的含量有较大差异。表 " 中，样品 & . ’
同为干红葡萄 酒，但 由 于 葡 萄 品 种 不 同，导 致 酒 中

白藜芦醇及其糖苷的含量不同。总体上，玫瑰蜜葡

·#)·
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萄中白藜芦醇及其糖苷含量最高，加媚和赤霞珠次

之，其次是美乐，玫瑰香较低。这可能是由于不同的

葡萄品种对紫外辐射的反应程度不同或是感染真菌

的程度不同所致。

表 !" 葡萄酒中白藜芦醇及其糖苷的含量（! " "）

!"#$% !" &’()%()* ’+ ,%*-%,"),’$* "(. /01%0.* 0( 20(%*（! " "）

#$%&’(
)*+

,-.( /0&( 12$&( /0&(
32*456/-*.
&’$6(

#$%!&"7(8 9
（%: 9 ;）

#$%!&" 3< 9
（%: 9 ;）

’(&"7(8 9
（%: 9 ;）

’(&" 3< 9
（%: 9 ;）

=*/$’ 9
（%: 9 ;）

! 420 2(4 >-.( ?$@(2.(/ #$5A-:.*. B(@(- " + "!# $ + %&" $ + ’"( ! + %&& ) + %%(
# 420 2(4 >-.( ?$@(2.(/ #$5A-:.*. #C$.4*.: # + "’" $ + ’(( ! + #)* ! + !’" & + ("(
" 420 2(4 >-.( ?$@(2.(/ #$5A-:.*. ’$D E F(2’*/ !$D B(@(- # + %*! ! + $(’ $ + %&# ! + "’! & + ’%"
* 420 2(4 >-.( F(2’*/ B(@(- ! + &"& $ + )*’ $ + )"! ! + #&! * + $))
& 420 2(4 >-.( 1$%$0 B(@(- " + !"$ ! + $)& $ + ’%’ $ + ’%# ) + !*)
) 420 2(4 >-.( F586$/ B$%@52: #C$.4*.: $ + #$) $ + ($* $ + !)’ $ + )’’ ! + (%’
% 420 2(4 >-.( 7*8( C*.(0 G5..$. " + &)! ! + &!" # + )!* ! + $&) ( + %**
( 420 2(4 >-.( 5.H.*>. #C$.4*.: " + $!% ! + #$% $ + %(& ! + *#% ) + *")
’ 2(4 >-.( 5.H.*>. I(-J-.: $ + #$# K $ + $!’ $ + &$) $ + %#%
!$ 2(4 >-.( 5.H.*>. L-.J-$.: $ + $*! K $ + $#* K $ + $)&
!! 2(4 >-.( F(-:5-%- M-’-. $ + $"! $ + $!* K K $ + $*&
!# 2(4 >-.( )* %+,$-!&(& .,/$* M-’-. $ + "!# $ + #)" $ + $#& $ + #&! $ + (&!
!" 420 >C-/( >-.( ?C$24*..$0 B(@(- K K K K K
!* >C-/( >-.( ;*.:0$. B(@(- K K K K K
!& >C-/( >-.( ?C$24*..$0 I(-J-.: $ + #!% K K $ + #"* $ + *&!

! K ：.*/ 4(/(2%-.(4+

! ! 比较样品 ! 和样品 # 的测定结果可知，由同一

品种不同产地的葡萄酿造的干红葡萄酒中白藜芦醇

及其糖苷的含量也不同。这可能是由于不同地区的

气候及环境条件不同所致。从理论上讲，生长在湿

热条件下的葡萄比生长在冷凉、干燥条件下的葡萄

更易于受到病害侵染，因此果实中所含的白藜芦醇

及其糖苷也相应较多。

! ! 总体上，葡萄酒中的反式白藜芦醇含量高于顺

式白藜芦醇，但 不 同 葡 萄 酒 中 反 式 白 藜 芦 醇、反 式

白藜芦醇苷、顺式白藜芦醇和顺式白藜芦醇苷的绝

对含量及顺反异构体之间的比例都有明显差异。

!" 结论

! ! 本文建立的固相萃取预处理方法，有效地去除

了 B3;? 分析中的干扰成分，* 种异构体分离良好，

提高了分析结果的准确性。此方法还可用于其他天

然产物中白藜芦醇及其糖苷异构体的测定。

! ! 对市售 !& 种葡萄酒的检测结果表明，白藜芦醇

作为葡萄酒中重要的生物活性成分，其含量与葡萄

酒的酿造工艺、葡萄品种、葡萄产地有密切的关系。
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