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HPL C 法测定葡萄与葡萄酒中的花色素苷
①
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摘要 : 利用甲醇和超声波提取酿酒葡萄‘Granoir’中的花色素苷 ,利用高效液相色谱分别测定了该葡萄及酒中的花

色素苷。在测得的 9 种花色素苷中 ,均以二甲花翠素 3 - O - 葡萄糖苷含量最高 ,分别占总成分的 39171 %和

69155 % ,其次为二甲花翠素 3 - O - (6 - O - 对香豆酰) 葡萄糖苷 ,构成了 Granoir 葡萄及葡萄酒中的主要呈色成

分。
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Determination of anthocyanin in Granoir
grape and wine with HPLC
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Abstract : Anthocyanin in‘Granoir’grape was extracted with methanol and ult rasonic , and the an2
thocyanin in‘Granoir’grape and‘Granoir’wine was detected with HPLC. Among the 9 antho2
cyanins , the content of malvidin 3 - O - glucoside was the highest in‘Granoir’grape and wine , and

the respective contents were 39171 % and 69155 % , secondly was malvidin 3 - O - (6 - O - p -

coumaryl) glucoside. These anthocyanins in‘Granoir’grape and wine were main pigments.
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　　酿酒葡萄‘Granoir’,是 1970 年瑞士人 Andre

Jaquinet 用‘Gamy (佳美)’×‘Reichensteiner’杂交育

成 ,因其丰产 ,酒质优 ,特别是酒的外观呈宝石红色 ,

果香浓郁 ,在瑞士有较大面积的栽培。1997 年春 ,

由西北农林科技大学葡萄酒学院引入。任玉华和郝

凤鸽分别对‘Granoir’的植物学形状和生物学形状

进行了研究 ,并且对‘Granoir’酒品质进行了初步研

究[1 - 2 ] 。但是没有对‘Granoir’及其葡萄酒中的花

色素苷作出任何研究。

花色素苷是葡萄与葡萄酒中一类重要的多酚类

物质 ,是赋予葡萄与葡萄酒颜色的主要物质 ,对其质

量有着重要的影响。葡萄中花色素苷可以吸收紫外

线 ,起到抗氧化剂、结构分子以及信号转导等方面的

作用 ,对果实色泽、风味、口感和营养价值等都具有

重要的作用[3 ] 。一般酿酒葡萄花色素苷含量为 500

～1 000 mg/ kg。花色素主要是花翠素、花青素、3’

- 甲花翠素、甲基花青素、二甲花翠素这 5 种 ,在葡

萄中主要以糖苷即花色素苷的形式存在。它是在花

色素的 3 位上结合一个糖苷基 ,主要是葡萄糖 ,其次

是被乙酸、对 - 香豆酸和咖啡酸等酰化的葡萄糖结

合 ,个别可能是半乳糖[4 - 5 ] 。葡萄与葡萄酒中常见

的花色素苷主要有 15 种 ,它们分别是花翠素 3 - O
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- 葡萄糖苷、花青素 3 - O - 葡萄糖苷、3’- 甲花翠

素 3 - O - 葡萄糖苷、甲基花翠素 3 - O - 葡萄糖苷、

二甲花翠素 3 - O - 葡萄糖苷、花翠素 3 - O - (6 -

O - 乙酰)葡萄糖苷、花青素 3 - O - (6 - O - 乙酰)

葡萄糖苷、3’- 甲花翠素 3 - O - (6 - O - 乙酰) 葡

萄糖苷、甲基花翠素 3 - O - (6 - O - 乙酰) 葡萄糖

苷、二甲花翠素 3 - O - (6 - O - 乙酰) 葡萄糖苷、花

翠素 3 - O - (6 - O - 对香豆酰)葡萄糖苷、花青素 3

- O - (6 - O - 对香豆酰) 葡萄糖苷、3’- 甲花翠素

3 - O - (6 - O - 对香豆酰) 葡萄糖苷、甲基花翠素 3

- O - (6 - O - 对香豆酰) 葡萄糖苷、二甲花翠素 3

- O - (6 - O - 对香豆酰)葡萄糖苷。对于葡萄酒及

葡萄酒中的花色素苷成分的分离鉴定也是在近代才

研究出的 ,20 世纪 60 年代 , Riberean - Gayon 教授

利用色谱技术成功地分离和鉴定出葡萄与葡萄酒中

的花色素苷 ,目前利用 HPLC 分析花色素苷已经成

为主要的分析方法[6 ] ,用光电二极管阵列检测器
(LDAD)进行检测 ,可以对分离的花色素苷色谱峰

进行光谱定性鉴定和纯度鉴定[7 ] 。

1 　材料与方法

1 . 1 　材料

采用瑞士引进品种‘Granoir’为试材 ,‘Granoir’

为欧洲种 ( V . vi nif era L . ) 红色酿酒葡萄品种 ,该

葡萄取自西北农林科技大学葡萄酒学院葡萄试验

园 ,为 2000 年定植的扦插苗 ,单篱架 ,单干双臂整

形 ,株行距 115 m ×210 m ,采用正常的生产园管理。

采摘时间 :2004 年 8 月采收。‘Granoir’单品种干红

酒的生产工艺按照葡萄酒学院的干红葡萄酒小容器

酿造工艺[8 ]酿造。

1 . 2 　方法

葡萄花色素苷提取方法 :选取 15 粒着色均匀的

葡萄 ,剥出果皮 ,称重 ,加入 30 mL 甲醇 ,超声辅助提

取频率 60 % ,温度≤35 ℃,每提取 1 次换 1 次水 ,以防

止温度过高。每次提取 20 min ,共提取 6 次 ,合并提

取液 ,定容至 200 mL ,4 ℃存放。提取重复 2 次。

高效液相色谱 ( HPLC) 定性和定量分析 :花色

素苷的定性采用标样二甲花翠素 3 - O - 葡萄糖苷

来定性 ,然后根据参考文献鉴定其它花色素苷的成

分[9 - 16 ] 。按照相关文献其中 9 种花色素苷的出峰

顺序为 :花翠素 3 - O - 葡萄糖苷 ,花青素 3 - O - 葡

萄糖苷 ,3’- 甲花翠素 3 - O - 葡萄糖苷 ,甲基花青

素 3 - O - 葡萄糖苷 ,二甲花翠素 3 - O - 葡萄糖苷 ,

甲基花青素 3 - O - (6 - O - 乙酰) 葡萄糖苷 ,二甲

花翠素 3 - O - (6 - O - 乙酰) 葡萄糖苷 ,甲基花青

素 3 - O - (6 - O - 对香豆酰) 葡萄糖苷 ,二甲花翠

素 3 - O - (6 - O - 对香豆酰) 葡萄糖苷。含量表示

为 9 种花色素苷峰面积的相对百分含量。0145μm

过滤提取液 ,直接进样。葡萄酒中花色素苷的测定

用 0145μm 的超滤膜过滤后直接进样。定性和定

量方法同葡萄中花色素苷。

主要仪器 :高效液相色谱 :岛津 LC - 10Avp ,检

测器 SPD - 10Avp ,柱温箱 CTO - 10Asvp ,积分仪

C - R8A ,柱子 ( Zorbax SB C - 18) 为 250 mm ×416

mm ,保护柱 ( Zorbax SB C - 18) 为 1215 mm ×416

mm。另外还有真空抽滤器 : Autoscience AP -

9901S ;真空脱气机 :Autoscience AS3120B ;纯水机 :

Water Millpore - Q ;超声波清洗器 :江苏 SP - KQ -

300DE。主要的试剂为乙腈 ( GR) 、超纯水 ( 0122

μm) 、甲醇 (AR) 、盐酸 (AR) 、甲酸 (AR)等。

色谱条件 :波长 535 nm ,流速 1 mL/ min ,柱温

30 ℃,进样体积 20μL ,流动相 :水/ 乙腈/ 甲酸 A = 80/

10/ 7 , B = 40/ 50/ 7 ;梯度 :0 min ,0 %B ;15 min ,30 %B ;

25 mim ,50 %B ;30 min ,0 %B ;35 min ,0 %B[17 ] 。流动

相过滤 ,脱气 5 min。HPLC分析重复 3 次。

2 　结果与分析

2. 1 　‘Granoir’中的花色素苷

根据高效液相色谱分析 ,‘Granoir’葡萄中的其

中 9 种花色素苷如图 1 所示。图中 5 号峰的出峰时

间与标样二甲花翠素 3 - O - 葡萄糖苷相同 ,可以根

据 5 号峰结合参考文献近似判断其它峰代表的成

分。

　　注 :1 :花翠素 3 - O - 葡萄糖苷 ,2 :花青素 3 - O - 葡萄糖苷 ,3 :

3’- 甲花翠素 3 - O - 葡萄糖苷 ,4 :甲基花青素 3 - O - 葡萄糖苷 ,5 :

二甲花翠素 3 - O - 葡萄糖苷 ,6 :甲基花青素 3 - O - (6 - O - 乙酰)

葡萄糖苷 ,7 :二甲花翠素 3 - O - (6 - O - 乙酰) 葡萄糖苷 ,8 :甲基花
青素 3 - O - (6 - O - 对香豆酰) 葡萄糖苷 ,9 :二甲花翠素 3 - O - (6

- O - 对香豆酰)葡萄糖苷

图 1 　‘Granoir’葡萄花色素苷的色谱图
Fig. 1 　HPLC chromatography of anthocyanin

in‘Granoir’grape

‘Granoir’果实中相对含量分布最多的是二甲

花翠素 3 - O - 葡萄糖苷 ,占 9 种花色素苷总成分的
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39171 % ,其次是二甲花翠素 3 - O - (6 - O - 对香

豆酰)葡萄糖苷 ,占总成分的 35152 %。甲基花青素

3 - O - (6 - O - 对香豆酰) 葡萄糖苷、甲基花青素 3

- O - 葡萄糖苷和二甲花翠素 3 - O - (6 - O - 乙

酰)葡萄糖苷的相对含量都低于 10 % ,而甲基花青

素 3 - O - (6 - O - 乙酰) 葡萄糖苷、花翠素 3 - O -

葡萄糖苷和花青素 3 - O - 葡萄糖苷的相对含量都

在 110 %以下。

2. 2 　‘Granoir’葡萄酒中的花色素苷

葡萄酒中的花色素苷定性分析与葡萄中的定性

分析相同 ,‘Granoir’葡萄酒中的花色素苷高效液相

色谱测定结果见图 2。图中因 1 ,2 号峰太小 ,未做

标记。

　　注 :1 :花翠素 3 - O - 葡萄糖苷 ;2 :花青素 3 - O - 葡萄糖苷 ;3 :

3’- 甲花翠素 3 - O - 葡萄糖苷 ;4 :甲基花青素 3 - O - 葡萄糖苷 ;5 :

二甲花翠素 3 - O - 葡萄糖苷 ;6 :甲基花青素 3 - O - (6 - O - 乙酰)

葡萄糖苷 ;7 :二甲花翠素 3 - O - (6 - O - 乙酰) 葡萄糖苷 ;8 :甲基花
青素 3 - O - (6 - O - 对香豆酰) 葡萄糖苷 ;9 :二甲花翠素 3 - O - (6

- O - 对香豆酰)葡萄糖苷

图 2 　‘Granoir’葡萄酒中花色素苷的色谱图
Fig. 2 　Chromatography of anthocyanin in‘Granoir’wine

对葡萄酒中的 9 种花色素苷面积归一化 ,各种

花色素苷的相对含量分别为 :花翠素 3 - O - 葡萄糖

苷 (0. 25 %) ,花青素 3 - O - 葡萄糖苷 (0. 15 %) ,3’

- 甲花翠素 3 - O - 葡萄糖苷 (0. 97 %) ,甲基花青素

3 - O - 葡萄糖苷 (3. 65 %) ,二甲花翠素 3 - O - 葡

萄糖苷 (69. 55 %) ,甲基花青素 3 - O - (6 - O - 乙

酰) 葡萄糖苷 (0. 88 %) ,二甲花翠素 3 - O - (6 -

O - 乙酰)葡萄糖苷 (8. 80 %) ,甲基花青素 3 - O -

(6 - O - 对香豆酰)葡萄糖苷 (2. 24 %) ,二甲花翠素

3 - O - (6 - O - 对香豆酰)葡萄糖苷 (13. 51 %) 。在

所测定的‘Granoir’葡萄酒中 ,以二甲花翠素 3 - O -

葡萄糖苷的相对含量最高 ,占总成分的 69155 % ;其

次为二甲花翠素3 - O - (6 - O - 对香豆酰) 葡萄糖

苷 ,占总成分的 13151 % ,相对含量最少的是花青素

3 - O - 葡萄糖苷 ,与葡萄中的花色素苷表现出相同

的趋势。花翠素 3 - O - 葡萄糖苷、3’- 甲花翠素

3 - O - 葡萄糖苷、甲基花青素 3 - O - 葡萄糖苷、甲

基花青素 3 - O - (6 - O - 乙酰) 葡萄糖苷、二甲花

翠素 3 - O - (6 - O - 乙酰) 葡萄糖苷、甲基花青素

3 - O - (6 - O - 对香豆酰) 葡萄糖苷的相对含量均

低于 10 %。

3 　结论与讨论

利用该方法能够将‘Granoir’葡萄及葡萄酒中

的花色素苷分离开 ,‘Granoir’葡萄果实及葡萄酒中

的花色素苷主要成分和含量呈现出相同的趋势。在

‘Granoir’葡萄果实及葡萄酒中测得的 9 种花色素

苷中 ,均以二甲花翠素 3 - O - 葡萄糖苷含量最高 ,

分别占总成分的 39171 %和 69155 %、其次为二甲花

翠素 3 - O - (6 - O - 对香豆酰)葡萄糖苷 ,其他7 种

花色素苷的相对含量较低 ,相对含量均低于 10 % ,

不能构成该果实与酒的主要花色素苷。
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常蛋白质合成受到抑制 ,而长期的干旱胁迫诱导出了

新蛋白。这在许多试验中已经得到了证实[15 - 16 ] 。

干旱胁迫后复水 ,紫叶矮樱的抗氧化酶 SOD 和

POD 活性均显著高于 CK ,渗透调节物质脯氨酸的

含量也显著高于 CK ,表明经过抗旱煅炼提高了紫

叶矮樱的抗旱性。
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