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高效液相色谱法测定野生毛葡萄中的白藜芦醇*
Determination of Resveratrol in Wil d Grape by HPLC
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摘要：为了建立整颗野生毛葡萄中白藜芦醇含量的高效液相色谱分析方法，采用组织分散匀质器将葡萄匀浆

后用无水硫酸钠研磨干燥均匀样品，再用乙酸乙酯提取作为前处理方法，通过优化各种实验条件，选择色谱柱

为SymmetryshielyTM RPl8柱(4．6 mmX 250mm，5^tm)，流动相为乙腈一0．1％醋酸溶液(25：75)，检测波长

为306nm的实验方法进行实验。结果表明，白藜芦醇在1．32～4．80肛g／ml的范围内线性关系良好，平均回收

率为97．3％，RSD为2．24％。该方法简单准确，重现性好，可以用于山葡萄酒原料野生毛葡萄的质量检测。
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Abstract：A method for determination of resveratrol in the whole wild grape by HPLC was

established．The grapes was homogenated by homogeneous dispersion device and the anhydrous

sodium sulfate was used to grind and dry the samples．Then the samples were extracted by using

ethyl acetate as the pre-treatment methods．By optimizing a variety of experimental conditions，a

SymmetryshielyTM RPl8(4．6 mm×250mm，5tlm)was selected as column，with acetonitrile：

O．1％HAC(25：75)as mobile Pbase and UV detection wavelength at 306nm．The results

demonstrated the calibration curve of resveratrol was linear between 1．32—4．80ttg／ml and the

average recovery was 97．3％with RSD equating to 2．24 0A．This method was proved to be

simple，rapid，accurate and can be used for the quality determination of wild grape．
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白藜芦醇又称芪三酚，是一种含有芪类结构的

非黄酮类多酚化合物。白黎芦醇具有明显的抗菌、消

炎、抗癌、抗血栓、抗高血脂等作用，特别是对降低心

血管病几率有明显的效果[1]。白藜芦醇存在于多种

高等植物中，常见含白藜芦醇的植物有葡萄科葡萄

属植物、棕榈科海藻属植物、豆科槐属、花生属、三叶

草植物及虎杖、桑椹等。与其它植物相比，葡萄中的

白藜芦醇含量较高，并主要集中在葡萄果籽和果皮

中[2]。自藜芦醇在葡萄中的含量因葡萄品种、产地、

生长环境的不同而存在着很大的差异[3]。野生毛葡

萄果穗小、种子较大而且其出汁率较低，因此野生山

葡萄中酚类的含量远高于其他种植葡萄品种，特别

是其中对心血管起软化作用的白藜芦醇的含量较
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高。目前只有对葡萄皮、籽和葡萄酒中白藜芦醇的测

定[4~7]，尚无整颗野生毛葡萄的测定方法。野生毛葡

萄作为山葡萄酒及饮料的原料，其白藜芦醇的含量

是决定山葡萄酒优质程度的指标[8]。因此，野生毛葡

萄中白藜芦醇的测定有重要的意义。本实验在样品

前处理、提取条件选择、色谱方法改进上均做系统研

究，较好地解决了毛葡萄中高水分、高糖分对提取白

藜芦醇所带来的干扰，通过各种因素试验选择确定

了低毒、容易回收而且提取液杂质少的试剂，并经过

多次筛选，确定了能明显改善色谱峰脱尾现象色谱

条件，为山葡萄酒的原料野生毛葡萄质量控制建立

标准检测方法。

1 实验部分

1．1仪器与试剂

Waters ALLIANCE 2695高效液相色谱系统，

Empower色谱工作站，Waters2996紫外检测器，

T25基本分散器，THZ一82A台式恒温振荡器。

白藜芦醇标准对照品(中国药品生物制品检定
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所出品，批号为111535—200502)，乙腈(色谱纯)，

乙酸乙酯(分析纯)，醋酸(分析纯)，无水硫酸钠(分

析纯)。野生毛葡萄由广西农科院提供。

1．2实验方法

1．2．1 色谱条件

色谱柱为SymmetryshielyTMRPl8(4．6 mm×

250ram，5／-m)色谱柱，流动相为乙腈～0．1％醋酸溶

液(25 I 75)，流速：1．0ml／min，柱温25fc。检测波长

为306nm。

1．2．2对照品溶液的制备

精密称取白藜芦醇对照品6．60 mg，用甲醇溶

解，定容于100 ml棕色量瓶中，制得浓度为66,ug·

ml-1的标准溶液。

1．2．3供试品溶液的制备

取新鲜野生毛葡萄用分散器将毛葡萄搅成匀

浆，精确称取样品59，加人无水硫酸钠研磨至干燥

均匀，置磨口三角瓶中用乙酸乙酯50ml在40C恒

温下振摇提取30min，反复提取3次。合并乙酸乙

酯，减压蒸干，用甲醇溶解残留物，用5ml棕色量瓶

定容。摇匀，滤过，续滤液用微孔滤膜(0．45弘m)滤

过，取续滤液作为供试品溶液。

1．2．4标准曲线的制备

白藜芦醇标准曲线的制备是精密吸取白藜芦醇

储备液(66pg·ml-1)0．1ml、0．5ml、1．Oml、1．5ml、

2．Oral、3．Oral、5．Oral至5ml棕色量瓶中，用甲醇稀

释至刻度，依次进样制备。

2结果与分析

2．1线性关系

以对照品进样量为横坐标，峰面积为纵坐标，将

所得数据绘成标准曲线，白藜芦醇线性方程为y

=一87．2+38．8X，相关系数0．9970，线性范围

1．32～4．80tlg／ml。最低检测限为0．02699／ml。

2．2精密度试验

精密吸取白藜芦醇标准对照品溶液(66tag·

m1．1)各20弘l，重复进样5次。测定峰面积，RSD=

0．44％，表明精密度良好。

2．3稳定性试验

取同一份供试品溶液，按供试品溶液的制备操

作方法，在0h、1h、1．5h、2h、5h、lO h分别测定计算

白藜芦醇的峰面积，RSD为0．53％，表明供试品溶

液在避光情况下10h内稳定。

2．4重复性试验

对同一批样品取样5份，按供试品溶液的制备

操作方法，依法测定计算白藜芦醇的含量，RSD为

2．57％，表明方法重复性良好。

2．5回收率试验

精密称取已知含量的样品5份(称样量为原来

的一半)，精密加入白藜芦醇对照品，按供试品溶液

的制备方法进行操作，测定计算回收率，结果(表1)

表明方法回收率较好(平均回收率为97．3％，RSD

为2．24％)。

表1回收率试验结果

2．6样品测定

按1．2．3项的方法制备供试品溶液，分别吸取

供试品溶液209l、对照品溶液lOt-l，在上述色谱条件

下进样11批，测定峰面积，按外标法以峰面积计算

白藜芦醇含量(mg／lOOg)分别为：0．36，0．19，0．58，

0．49，0．54，0．55，0．47，0．54，0．36，0．28，0．14。

3讨论

3．1样品前处理

白藜芦醇是葡萄植株受到真菌感染，紫外照射

等不利条件产生的抗逆物，是一种植物抗毒素，主要

产生在果实的表皮中凹]。目前对于葡萄组织的测定

一般采用先提取后浓缩，再测定的步骤[1引。整株毛

葡萄由于水分高、糖分大，白藜芦醇含量低，较之在

葡萄皮、籽中测定难度更大。整株毛葡萄由于糖分过

高无法烘干样品，而且样品结块不利于提取，若直接

用醇类试剂提取则试剂使用量大，试剂含水难于浓

缩。本实验采用组织分散匀质器将葡萄打成匀浆后

再用无水硫酸钠研磨干燥均匀样品，再用有机溶剂

提取，不仅去除水分干扰，而且样品分散均匀，提取

更全面。我们用这样的方法提取葡萄皮中的白藜芦

醇平均含量为4．10mg／1009，葡萄籽中的白藜芦醇

平均含量为2．37mg／1009。

3．2提取条件选择

白藜芦醇属芪类化合物，难溶于水，易溶于乙

醇、甲醇、乙酸乙酯等有机溶剂，因此一般采用上述

溶剂作为提取剂。我们的实验发现，甲醇、乙酸乙
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草中p蜕皮激素的含量分别为0．0369％，

0．0401％，0．0395％，0．0410％，0．0395％，R．sD为

1．61％。

2．6加标回收率

取已知含量的样品粉末，加入适量p蜕皮激素

标准溶液，按索氏提取法进行操作，再按1．4中色谱

条件测定p蜕皮激素含量并计算得到平均回收率为

99．31％。

2．7重现性

精密吸取0．80mg／ml标准溶液10ul，按1．4中

色谱条件，重复进样5次，计算得出RSD=2．oH。

2．8样品测定

将100401、100402、100403、100404、100405、

100406、100407、100408这8个不同批次的蓝耳草

粉末按精密度试验方法，结合标准曲线分别计算蓝

耳草中p蜕皮激素的含量，结果(表1)比较理想。

表1样品的测定结果

样品批号 含量(％) 样品批号 含量(％)

100401 0．039 100405 0．036

100402 0．040 100406 0．041

100403 0．040 100407 0．038

100404 0．039 100408 0．041

3 结束语

本文采用振荡提取法和超声提取法提取p蜕皮

激素。该方法操作简单，提取时间短，但激素提取不

是很完全。由于蓝耳草成分较复杂，我们选用中等浓

度有机相(如40％甲醇水溶液)作流动相得到了较

好的分离效果，以甲醇为溶剂，索式提取法提取蓝耳

草中p蜕皮激素，用高效液相色谱法测定其含量，所

得线性关系、回收率、精密度、重现性都比较满意，对

样品含量的测定，也取得了较好的结果。该结果为蓝

耳草的进一步开发利用提供了依据。
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酯提取率较乙醇高，甲醇与乙酸乙酯提取率相当。与

甲醇相比，乙酸乙酯低毒、沸点低易回收，提取液色

素含量低，色谱杂质峰少，故本实验采用乙酸乙酯为

提取试剂。通过对提取方式(加热回流、超声、振摇)、

提取时间、提取温度、料液比、提取次数分别做单因

素实验，确定出实验方案为：每次用乙酸乙酯50ml

在40℃恒温下振摇提取30min，分别提取3次。特别

的是白藜芦醇对光不稳定，其反式异构体见光后发

生异构化而形成顺式，因此所有操作应严格避光。

3．3色谱条件的选择

本次试验通过对色谱条件的多次筛选，确定选

用SymmetryshielyTMRPl8(4．6 mm×250mm，

5pm)作为色谱柱，选用乙腈一0．2％醋酸溶液(25：

75)作为流动相。优于其他的溶液系统磷酸盐一乙腈，

乙腈一水等，达到更好的分离效果，而且能够明显改

善色谱峰脱尾现象。
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