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摘 要：建立高效液相色谱法测定葡萄酒中白藜芦醇的方法，考察直接进样法的检测波长、洗脱强度、流动相 pH值、柱
温、样品 pH 值等因素对酒样分离的影响，建立 HPLC 检测葡萄酒中白藜芦醇的方法，相关系数 r 为 0.999 9 ，线性范
围为 1 mg/L ~20 mg/L，精密度、稳定性、回收率试验的 RSD分别为 1.16 %、2.9 %和 1.25 %，酒样检测发现白藜芦醇的含
量随酒的年份和品种变化，品种间比较结果为：蛇龙珠最优，梅鹿辄、赤霞珠、霞多丽次之，贵人香最低，其中蛇龙珠含量
高达 6 mg/L。
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世界酿酒葡萄种植的地带是北纬 30 ℃～50 ℃和
南纬 30℃～40℃之间[1-3]。 我国的葡萄产区大部分在适
宜葡萄生长的北半球 10 ℃～20 ℃等温线之内，宁夏贺
兰山东麓地区是酿酒葡萄适宜的生态区之一。 种植面
积已发展到 5 万多亩，占全国总面积 31 万亩的 16 %，
在国内九大葡萄基地中名列第四位[4-7]。 葡萄酒产业已
成为具有明显地方特色的农业支柱产业之一。

白藜芦醇是葡萄酒中最主要的活性物质，具有抗
癌、抗突变、延长寿命等作用，在葡萄酒中的含量在
mg/L数量级，是衡量葡萄酒品质的一个重要依据。 高

效液相色谱法具有灵敏高、选择性强、快速分离等优
点，适用于分析成分复杂、干扰项较多的痕量检测，是
近年来研究的焦点[8-11]。

本研究将对西夏王葡萄酒品牌旗下的蛇龙珠、梅
鹿辄、赤霞珠、贵人香、霞多丽 5 个品种采用直接进样
法，寻找最适色谱条件，并对所建立的检测方法进行
考察，用于不同品种、不同年份葡萄酒保藏过程中的
白藜芦醇变化规律的深入研究。 为我国原产地域命名
葡萄酒质量标准体系研究奠定基础，这将对我国葡萄
与葡萄酒产业发展具有重要理论意义和应用价值。

1 材料与方法
1.1 仪器与试剂

AGILENT1100 高效液相色谱仪、AQ-C18 色谱柱
（4.6 mm×250 mm，5 μm）、一次性有机滤器（0.45 μm×
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13 mm）、滤膜（0.45 μm×50 mm）：美国安捷伦科技公
司；PHS-25 pH计： 上海仪电科学仪器股份有限公司；
ESJ-4A 电子天平：梅特勒-托利多仪器（上海）有限公
司；BT600-1J 循环水式多用真空泵： 郑州长城科工贸
有限公司。

白藜芦醇标品（纯度 98 %）：中国食品药品检定研
究所；乙腈（色谱级）：美国 CHROMADEX；2013、2014
年份的西夏王干红（赤霞珠、梅鹿辄、蛇龙珠）、西夏王
干白（霞多丽、贵人香）：宁夏西夏王葡萄酒业有限公
司；甲醇（色谱级）、磷酸、氨水、去离子水、超纯水：天津
科密欧化学试剂有限公司。
1.2 样品的配制

白藜芦醇标准溶液的配制： 称取白藜芦醇标品
5 mg，溶解于甲醇中，在 100 mL 容量瓶中定容，摇匀，
配制成 50 mg/L的标准溶液。 用甲醇配制成 1、2、4、6、
10、20 mg/L系列浓度梯度的标准溶液。 高效液相色谱
分析前，用 0.45 μm的一次性有机滤器过滤。葡萄酒经
0.45 μm一次性有机滤器过滤除去杂质。
1.3 方法

采用 AQ-C18（4.6 mm×250 mm，5 μm）色谱柱，二
极管阵列检测器（即 DAD 检测器），进样量为 10 μL，
流速为 1.0 mL/min，分别检测波长、洗脱强度、流动相
pH 值，柱温，样品 pH 值等因素对样品中白藜芦醇分
离效果的影响，确定最终色谱条件。 通过对标品溶液
的进行全波长扫描， 提取 HPLC 分析白藜芦醇的最佳
检测波长。 等度洗脱、梯度洗脱分离葡萄酒样品，比较
不同条件下的分离效果，同时分析相应条件下的分离
图谱， 调节梯度洗脱中的洗脱强度， 调解流动相 pH
值，寻找满足要求的梯度程序。用 5 %的氨水调节酒样
pH 值为 4.0、5.0、6.0、7.0， 按上述 HPLC 色谱条件测
试， 上样前过 0.45 μm 一次性有机滤器过滤。 柱温是
HPLC 分析中的重要分析参数， 讨论色谱柱温度对分
离酒样中白藜芦醇的影响，选取最适温度。 通过标准
曲线、精密度试验、稳定性研究、回收率研究考察仪器
和方法的精密性、准确性、稳定性。

2 结果与分析
2.1 检测波长的选择

在 190 nm～800 nm范围内对制备的白藜芦醇标准
溶液进行全波长扫描，测定其紫外吸收图谱，如图 1，
考察白藜芦醇的最大吸收波长。

由图 1可知， 溶剂甲醇的吸收峰在 200 nm 附近，
而白藜芦醇的最大吸收波长位于 310 nm附近。已报到
研究中，如沈齐英[12]、高年法[13]、孙德铁[14]等均设定白藜

芦醇的 HPLC 分析的最佳检测波长为 306 nm，与本次
试验结果基本一致，故确定 306 nm为高效液相色谱分
析白藜芦醇的检测波长。
2.2 洗脱条件对样品分离的影响

流动相对样品分离的选择性取决于有机溶剂的
种类，相应的分离强度则主要取决于流动相中有机溶
剂所占的体积分数[15-17]。 采用等度洗脱，A ∶ B=75 ∶ 25
（体积比）， 柱温为 30℃， 检测波长 306 nm 时，4 mg/L
白藜芦醇标准品、2014 年赤霞珠、2014 年梅鹿辄酒样
图谱。 等压洗脱色谱图见图 2。
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图 1 白藜芦醇的紫外扫描图谱

Fig.1 UV scanning spectra of resveratrol

图 2 等压洗脱色谱图

Fig.2 Isobaric elution chromatogram
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梯度程序 2：磷酸调节 A的 pH=2.4，起始时 A ∶ B=
65 ∶ 35（体积比），0~10 min，保持 35 %B；10 min~20 min
内，35 %~100 %B；20 min~30 min，保持 100 %B；30 min~
35 min 内，100 %~35 %B；35 min~40 min，保持 35 %B。
酒样洗脱色谱图如图 4。

由图 4可知，改进的色谱条件下，白藜芦醇的保留
时间为 7.47 min，标品中 22 min处为甲醇的吸收峰，蛇
龙珠样品得到了良好的分离效果，且在白藜芦醇含量
较少的干白中也取得了不错的分离效果。 所以，最终
被确定梯度程序 2为最佳色谱条件。
2.3 色谱条件的确定

2.1~2.2 确定反相高效液相色谱法分析葡萄酒
中白藜芦醇的色谱条件为，进样量为 10 μL，流速为

1.0 mL/min，柱温 30℃，检测波长 306 nm，梯度洗脱：A
为去离子水（pH=2.4），B 为纯乙腈，起始时 A ∶ B=65 ∶
35（体积比），0~10 min，保持 35 %B；10 min~20 min 内，
35 %~100 %B；20 min~30 min，保持 100 %B；30 min~
35 min内，100 %~35 %B；35 min~40 min，保持 35 %B。
2.4 酒样 pH值对样品分离的影响

葡萄酒中的酸类物质主要来源于两方面，即葡萄
组织自身所含的酸和发酵过程产生的酸，一般葡萄酒
的 pH 值在 2.7~3.8 范围内。 按梯度程序 2 测试，发现
白藜芦醇的峰面积变化甚微，说明进样量很少，样品
的 pH值对检测结果的影响很小。
2.5 柱温的选择

柱温对 HPLC分析物质的保留行为、 峰形和分离

由如图 2 可知， 白藜芦醇标品的保留时间为
15.13 min，对称因子 1.007，峰形较好，赤霞珠酒样保留
时间为 15.22 min，分离效果较好，梅鹿辄在 15.20 min
附近有重叠峰，没有得到理想的分离效果。

梯度程序 1：磷酸调解水的 pH = 2.4，起始 A ∶ B =
85 ∶ 15（体积比）；0~6 min内，15 %~20 %B；6 min~10 min

内，20 %~28 %B；10 min~20 min 内，28 %~35 %B；
20 min~30min内，35 %~50 %B。该条件下，梅鹿辄酒样
中白藜芦醇的分离效果较好，白藜芦醇的保留时间为
16.41 min，蛇龙珠酒样分离效果不够理想，酒样的色谱
图如图 3。 进一步根据样品的色谱峰图分析，需增加流
动相 B的浓度，加大洗脱强度。
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Fig.3 Gradient elution chromatography 1
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图 4 梯度程序 2洗脱色谱图

Fig.4 Gradient elution chromatography 2

选择性均存在影响。 过低的柱温会降低待分离物质的
扩散速度，致使分离效能降低，峰形变宽，保留时间变
长；相反，过高的柱温会使样品中各个组分在固液两
相中的扩散速度加快，同时挥发靠拢，不利于组分的
分离 [18-20]；如果柱温高于 60 ℃，尤其在水相 pH<3 或
pH>8 的条件下， 色谱柱的硅烷键合固定相很可能会
发生水解。 白藜芦醇在高温下不稳定，容易氧化，所以
研究选择柱温为 30℃。

2.6 线性关系
按照浓度从小到大的顺序，依次准确吸取 1、2、4、

6、10、20 mg/L 系列浓度梯度的标准溶液， 在 2.3 色谱
条件下进样检测，得到相应峰面积。 白藜芦醇的标准
曲线见图 5。

由图 5 得， 白藜芦醇的线性回归方程为：y=
81.474x+5.321 9，相关系数 r=0.999 9，线性范围为
1 mg/L~20 mg/L，该研究范围内白藜芦醇的质量浓度和
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峰面积的线性关系良好，可以满足定量分析的要求。
2.7 精密度研究

取 2014 年份赤霞珠干红葡萄酒，在 2.3 色谱条件
下，连续重复进样 5次，进行精密度研究，记录峰面积，
计算相对标准偏差（Relative Standard Deviation，RSD），
研究结果见表 1。

表明样品的峰面积基本稳定， 计算得 5次分析的
RSD=1.16 %，表明该方法下精密度良好。
2.8 稳定性研究

取 4 mg/L 白藜芦醇标准溶液，按确定的色谱条件
分别在 0、2、4、6、16、24 h进样检测。

由表 2可知，随着时间的增加，标样检测的峰面积
逐渐增大，白藜芦醇浓度的检测结果逐渐偏大，分析
原因可能是研究室温度偏高，自动进样瓶中的甲醇随
时间挥发。计算稳定性试验的峰面积的 RSD为 2.9 %，
表明检测条件下白藜芦醇的稳定性较好。
2.9 加标回收率研究

回收率是指在既定的色谱条件下，在含有已知量

白藜芦醇的样品中加入一定量的白藜芦醇标品，在相
同检测条件下得到的分析结果添加量占实际添加量
的百分比，计算公式[21-23]见（1）：

回收率/%=（检测量-原样品含量）/加入量×100（1）
向已知浓度的 2014 年份赤霞珠样品中分别添加

1、2、4 mg/L的白藜芦醇标准溶液， 在选定色谱条件下
检测，计算。 酒样的回收率研究结果见表 3。

由表 3可知，赤霞珠酒样的平均回收率为 97.12 %，
RSD 为 1.25 %。 结果表明样品回收率良好，方法的准
确性较高。
2.10 实际样品的测定与含量比较

西夏王葡萄酒中白藜芦醇的含量随葡萄品种和
年份的不同而变化，结果见表 4。

由表 4 表明：同一品种葡萄，年份不同，白藜芦醇
含量也不同。红葡萄酒（蛇龙珠、梅鹿辄、赤霞珠）中白
藜芦醇含量普遍较高，而白葡萄酒（贵人香、霞多丽）
中白藜芦醇的含量则较低，其中蛇龙珠干红的白藜芦
醇的含量最高，2014 年份含量为 6 mg/L，2013 年份含
量为5.52 mg/L；比较发现，白藜芦醇含量在葡萄酒中的
含量变化为：蛇龙珠最优，梅鹿辄、赤霞珠、霞多丽次
之，贵人香最低。

3 结论
研究分别讨论并考察溶剂、检测波长、洗脱强度、

梯度洗脱、流动相 pH值，柱温，样品 pH 值等因素对样
品中白藜芦醇分离效果的影响， 建立了 HPLC 检测葡
萄酒中白藜芦醇的方法、 线性关系研究及精密度研
究、稳定性研究、回收率研究。 表明该方法的精密度、
稳定性、加标回收率较好，适用于一般葡萄酒样品中
白藜芦醇的的定量分析检测。 样品检测发现红葡萄

图 5 白藜芦醇的标准曲线

Fig.5 The standard curve of resveratrol
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表 1 酒样的精密度研究结果

Table 1 Results of research on the precision of wine samples

赤霞珠进样次数 峰面积/（mAU·s） RSD/%

1 191.9 1.16

2 189.0

3 192.4

4 191.5

5 191.3

表 2 标样的稳定性研究结果

Table 2 Results of stability studies

时间/h 峰面积/（mAU·s） RSD/%

0 356.7 2.9

2 357.8

4 364.6

6 365.9

16 378.1

24 379.2

表 3 酒样的回收率研究结果

Table 3 Results of recovery of wine samples

样品含量/
（mg/L）

加入量/
（mg/L）

检测量/
（mg/L）

回收率/%
平均回收
率/%

RSD/%

2.29 1 3.006 91.37 97.12 1.25

2.29 2 4.31 100.47

2.29 4 6.26 99.52

表 4 不同品种、年份葡萄酒中白藜芦醇含量

Table 4 Resveratrol content in grape wine from different varieties

and years

年份
红葡萄酒/（mg/L） 白葡萄酒/（mg/L）

蛇龙珠 梅鹿辄 赤霞珠 贵人香 霞多丽

2014

2013

6.00

5.521

4.09

4.48

2.29

3.47

0.473

0.528

1.482

1.397

冯愈钦，等： 宁夏葡萄酒中白藜芦醇含量的高效液相色谱快速测定 标准与检测
160



酒中白藜芦醇含量普遍较高，而白葡萄酒中白藜芦醇
的含量则较低。 该研究为白藜芦醇成分与特征研究提
供理论依据，对葡萄酒中白藜芦醇的检测提供重要参考。
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