
山葡萄 (Vitis amurensis Rupr)为葡萄科葡萄
属植物，其成熟果实呈紫黑色，果皮厚、汁少、籽
多，与鲜食葡萄相比具有多酚含量高、糖低、出汁
率低的特点，主要用于酿酒 [1- 3]。山葡萄在我国不
仅有丰富的野生资源，而且我国也是世界上唯一

大面积人工栽培山葡萄的国家，资源丰富且相对

集中[4]。山葡萄是酿酒的主要原料，酿酒后产生的
葡萄籽占皮渣的 65%，仅此每年我国生产葡萄酒

后的废渣中就有 400 万～600 万 kg的葡萄籽 [5- 6]。
花色苷(Anthocyanins)是类黄酮化合物中的一类，

也是人们所熟悉的天然色素，葡萄中的花色苷主

要存在于葡萄浆果的果皮中。在红葡萄浆果中，花
色苷在最靠近表皮的 3~4层细胞的液泡里[7]；葡萄

酒中的花色苷主要来自于葡萄果实，但其种类较
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葡萄果实要复杂一些，与相应的葡萄果实花色苷

组成有显著差异。葡萄中花色苷的种类很多，由于
苯环中取代基、羟基和甲氧基数量和位置不同，衍
生出 5 种主要的花色素苷元 [8]。在欧亚种葡萄
(Vitis vinifera L.)与葡萄酒中，有基本的 5 种花色
苷。已经鉴定出的花色苷主要由以下 5 种花色素
单体组成，分别为花翠素 (Delphinidin)、花青素
(Cyanidin)、甲基花翠素 (Petunidin)、甲基花青素
(Peonidin)和二甲花翠素(Malvidin)[9]。在这些花色
素 3位上结合一个葡萄糖后形成单糖苷，在 3 位

和 5 位(或 7 位)上分别结合一个葡萄糖形成双糖

苷，糖基增加了花色素单体的化学稳定性和水溶

性。对单糖苷而言，在葡萄糖的 6位上还常发生乙
酰化、p- 香豆酰化和少量的咖啡酰化反应，形成
相应的酰化花色苷。
本研究以山葡萄左红一果实为试材，利用

HPLC- MS/MS 技术对葡萄果实发育过程中果皮
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摘 要：以山葡萄左红一果实为试材，应用 HPLC- MS/MS技术，对山葡萄果实发育过程中花色苷种类及

含量变化进行了研究。结果表明，转色期前果皮内没有花色苷积累，随着果实成熟，花色苷含量逐渐增加,成熟
期含量最高；在山葡萄果实发育过程中检测出花色苷 13 种，其中双糖苷 6 种、单糖苷 7 种。
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showed that there was no anthocyanins accumulation in peel before turning color phase. As the fruit matured,

anthocyanin content increased gradually and reached the most when fruit picked. 13 kinds of anthocyanins

had been detected in fruit development of Vitis amurensis., in which 6 anthocyanins were diglucosides and 7
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中花色苷种类及含量的变化进行了研究，探讨其

变化规律，以期为确定山葡萄果实最佳收获期、提
高山葡萄与山葡萄酒质量奠定一定的基础。

1 材料与仪器

1.1 材料
左红一，山-欧杂种，两性花，79-26-58 × 74-

6-83(‘Zuohongyi’, Hybrid of Vitis amurensis and
V. vinifera, hermaphroditic, 79 -26 -58 × 74 -6 -
83)。2011年 6月～9 月采自中国农业科学院左家
特产研究所国家山葡萄种质资源圃。采样时期分
别为花后 2 周 (6 月 19 日 )、花后 4 周 (7 月 3 日 )、
花后 6 周(7 月 17 日)、花后 8 周(7 月 31 日)、转色
期 (8 月 12 日)、20%着色 (8 月 20)、50%着色 (8 月
26日)、100%着色(9月 3日)、成熟(9月 14日)。
1.2 试剂与标样
流动相甲醇 (HPLC)、甲酸 (HPLC)、乙腈

(HPLC)、冰醋酸(HPLC)均购于 Fisher 公司 (Fair-
lawn, NJ, USA)，采用 Milli- Q (Milipore, Bedford,

MA) 系统制备的超纯水。标准样品二甲花翠素
- 3- 葡萄糖苷 (Malvidin- 3- glucoside) 由 Sigma

(Chemical Co., St.Louis, USA)公司购买。
1.3 仪器与设备
KG2200B 型超声波清洗器；RE-52AA 型旋

转蒸发器；SHZ-III型循环水真空泵。Agilent1200
系列 LC/MSD 离子阱液相色谱-质谱联用仪进行
标准物质以及样品的 LC-UV-MS 分析，包括在线
G1379A 真空溶剂脱气机、G1311A 四元高压梯度
泵 、G1313A 自 动 进 样 器 、G1316A 柱 温 箱 、
G1315A二极管阵列检测器 (DAD )，所有仪器均
由 Agilent 5.3 版本的化学工作站控制。

2 方法

2.1 花色苷的提取
山葡萄皮冷冻干燥。称取 2.000 g干葡萄皮

粉，加入 40 mL 1%的盐酸甲醇溶液，于 30 ℃避光
提取 2 h，离心(4 000 rpm，5 min)，重复提取 5 次，

合并提取液，35 ℃旋转蒸发至干，残留物用甲醇
定容到 5 mL，- 40 ℃保存待测。
2.2 高效液相色谱 - 质谱(HPLC- MS/MS)分析
方法

花色苷的色谱条件如下，色谱柱采用 Zorbax
Eclipse SB-C18(250 mm 4.6 mm, 5μm 粒度色谱
柱)；流动相 A：水 :甲酸 = 90: 10(V/V)；流动相 B：
水:甲醇:甲酸 = 40: 50:10(V/V)。洗脱程序为：0~4

min，6%~15% B；4 ~13 min，15%~25% B；13 ~20
min，25%~50% B；20 ~35 min，50%~80% B；35 ~
40 min，80%~100% B；40~45 min，100%~6% B；
流速：1.0 mL/min；柱温：30℃；检测波长：525 nm；
进样量：10μL。MSD参数：质谱采用电喷雾离子源
(ESI)，正离子模式，粒子扫描范围：100~1500 m/
z；雾化器压力为 30 psi；干燥气流速为 12 L/min；
干燥气温度为 300℃。样品 0.45μm膜过滤后直接
进样分析，每个样品重复 2次。本研究花色苷定性
建立在中国农业大学葡萄酒研究中心葡萄与葡萄

酒花色苷 HPLC-MS/MS 指纹谱库的基础上，通过
对样品HPLC-MS/MS图谱中质谱信息和保留时间
与谱库比对分析，从而确定各样品中花色苷的种类

与结构。标准品为二甲花翠素-3-葡萄糖苷(Mal－
vidin -3-glucoside)。花色苷标准曲线为 Area =
50.567 4*Amt(mg/L) + 6.382 2，相关系数达 0.999 8，
表明标样在 1~500 mg/L 内有良好的线性关系，可
以满足花色苷的定量检测，通过标准曲线计算果皮

(干重)中花色苷含量，单位为 mg/g。

3 结果与分析

左红一果实发育过程中果皮中共检测出花色

苷 13 种，色谱信息见图 1。其中，花翠素类(Dp)2
种，分别为花翠素 - 3,5- 双葡萄糖苷(峰 1)和花翠

素 - 3- 葡萄糖苷(峰 4)；花青素类(Cy)2 种，分别为

花青素 - 3,5- 双葡萄糖苷(峰 2)和花青素 - 3- 葡

萄糖苷(峰 7)；甲基花青素类(Pn)3 种，分别为甲基

花青素 - 3- 葡萄糖苷 (峰 10)、甲基花青素 - 3,5-
双葡萄糖苷 (峰 6) 和甲基花青素 - 3- 葡萄糖苷

- 4- 丙酮酸(峰 13)；甲基花翠素类(Pt)3 种，甲基花

翠素 - 3,5- 双葡萄糖苷(峰 3)、甲基花翠素 - 3- 葡
萄糖苷 (峰 9) 和甲基花翠素香豆酰化葡萄糖苷

- 4- 丙酮酸(峰 12)；二甲花翠素类(Mv) 2 种，分别

为二甲花翠素 - 3,5- 双葡萄糖苷(峰 8)和二甲花

翠素 - 3- 葡萄糖苷(峰 11)；花葵素类(Pg)1 种，为

花葵素 - 3,5- 双葡萄糖苷(峰 5)。
由图 2- A、B可以看出，果实转色前未检测出

花色苷，转色期检测出花色苷 3 种，含量为 0.039

1 mg/g；20%着色时检测出花色苷 5 种，含量为

0.083 9 mg/g；50%着色时检测出花色苷 8 种，含

量为 0.284 7 mg/g。由此可以看出，在葡萄浆果达
到 50%着色时，花色苷种类虽然达到 8种，但是

总含量却变化不大；由 50%着色到 100%着色花

色苷种类增加了 5 种，含量增加到 8.767 5 mg/g；

从 100%着色到成熟期花色苷含量增加缓慢，成
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熟时检测出花色苷 13 种，含量为 10.629 4 mg/g。
花葵素 - 3,5- 双葡萄糖苷仅在果实 100%着色后被

检测到，但是含量极少，微量；花青素 - 3- 葡萄糖苷

从转色期至 20%着色含量呈增加趋势，50%着色至

成熟含量又呈下降的变化趋势；甲基花青素 - 3- 葡

萄糖苷含量从 100%着色至成熟表现出下降的变化

趋势。在 100%着色和成熟期检测到 2种吡喃型花
色苷，为甲基花翠素香豆酰化葡萄糖苷 - 4- 丙酮酸

和甲基花青素 - 3- 葡萄糖苷 - 4- 丙酮酸，但是甲基

花青素 - 3- 葡萄糖苷 - 4- 丙酮酸含量极低，微量。
100%着色至成熟期花翠素类花色苷含量增加显著，

成熟期二甲花翠素类花色苷含量最高。
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为耐药性研究的开展奠定了基础。
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4 结论与讨论

花色苷在葡萄转色期开始合成并随浆果的成

熟不断累积，含量上升，因葡萄品种、生态条件等
因素影响，完全成熟时含量达最大值或有下降的

趋势。野生葡萄及欧亚种葡萄赤霞珠成熟期间总
花色苷含量持续上升，本研究与他人研究结果一

致 [10- 11]。赤霞珠成熟过程中花色苷的变化为转色
期后花色苷含量迅速积累到一定程度，随后其含

量保持不变，甚至到后期略有下降，而且对不同的

花色苷而言，这种变化趋势略有不同，花翠素 - 3-

葡萄糖苷和甲基花翠素 - 3- 葡萄糖苷含量到成

熟后期有所降低，而其它花色苷特别是二甲花翠

素在成熟过程中所占比例一直在升高 [11]。本研究
山葡萄花青素 - 3,5- 葡萄糖苷在 100%着色至成

熟过程却呈下降趋势，这与赤霞珠的花色苷含量

变化有所区别，这种变化趋势是否是山葡萄的品

种特征，还需要进一步研究。
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