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超高效液相色谱法测定葡萄汁中
单咖啡酰酒石酸的含量
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摘  要：建立测定葡萄汁饮料中单咖啡酰酒石酸含量的超高效液相色谱法，对方法学进行了验证。结果表明在

0.50～50.00μg/mL范围内线性关系良好，方法的批内及批间准确度在97.1%～106.0%，精确度(RSD)小于4.1%，基

质加标回收率在101.8%～109.0%。用该法测定了市售葡萄汁饮料中咖啡酰酒石酸的含量，结果准确。
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Abstract：A method was proposed and validated for determination of cafteric acid in grape juice by ultra-performance 
liquid chromatography. The results showed that there was good linearity in the range of 0.50–50.00 μg/mL. The inter-
batch and intra-batch precision (RSD) were between 97.1% and 106.0%, and the accurate (RSD) was less than 4.1%. The 
recoveries of cafteric acid from spiked samples ranged from 101.8% to 109.0%. The described method was successfully used 
for determination of cafteric acid in commercial grape juice drinks.
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葡萄属葡萄科，为落叶藤本植物，果实药食兼用。

近几年，通过众多学者的研究证实了葡萄具有抗毒杀

菌、抗氧化减缓衰老、防癌抗癌、抗贫血、降低胃酸

利胆、抗动脉粥样硬化、补益和兴奋大脑神经、利尿

消肿等功效 [1-4]。葡萄多酚是从葡萄中提取的天然植物

多酚类活性物质，是葡萄中存在的所有酚类物质的总

称。按照其酚羟基数目、位置以及结合方式的不同，

可分为黄酮类多酚和非黄酮类多酚，前者包括花青素

(anthocyanins)、儿茶素(catechins)和黄酮醇(flavonols)等，

而后者主要包括羟基苯甲酸(hydroxybenzoic acids)、羟基

酸(hydroxycinnamic acids，HCAs)和芪类化合物(stilbenes)

等[5]。它们主要分布在叶片和果皮中，果肉中的含量较

少，而果汁中除了花色素外几乎不含有其他的黄酮类，

主要为一些非黄酮类型的酚酸类物质[6-7]。分析检测酚酸

类化合物的文献报道较多，主要采用液相色谱的方法，

大多采用较长的梯度洗脱方式分离尽可能多的化合物，

并进行组分结构的确认。如Shui Guanghou等 [8]建立了

在90min内分析果汁中10种有机酸及21种酚酸类化合物

的方法，但并没有包含单咖啡酰酒石酸，Isabella等[9]采

用60min的梯度分析鉴定了葡萄中15种酚酸类化合物，

Sergio等[10]在86min内分析鉴定了葡萄酒中48种酚酸类化

合物，William等[11]使用60min的梯度形式测定了市售果

汁及饮料中13中酚酸类化合物。

葡萄中含量较高的HCAs主要有单咖啡酰酒石酸，

单香豆酰酒石酸酯，单阿魏酰酒石酸酯和芥子酸等，其

中单咖啡酰酒石酸是HCAs中主要的一种酚酸类物质，由

一分子咖啡酸和一分子酒石酸酯化形成，占HCAs总量

的80%～90%[12]。单咖啡酰酒石酸主要存在于葡萄果肉
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中，在葡萄生长和成熟过程中转移至果汁中，因此葡萄

果汁中含量较高，测定其含量对研究葡萄汁及其饮料的

营养价值非常重要。国内还未见单咖啡酰酒石酸含量检

测的报道，本实验建立测定葡萄汁饮料中单咖啡酰酒石

酸含量的超高效液相色谱法，该法分析时间短，分离效

果好，准确度和精确度好，不仅可用于葡萄汁饮料的分

析，还可以测定葡萄其他产品如新鲜葡萄汁，葡萄酒及

葡萄干等产品中单咖啡酰酒石酸的含量。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

葡萄汁饮料样品 市售。

单咖啡酰酒石酸对照品、甲酸(色谱纯) 美国Sigma

公司；乙腈(色谱纯) 美国Merck公司；水为Mill-pore自

制的超纯水。

1.2 仪器与设备

ACQUITY超高效液相色谱系统(PDA光电二极管阵

列检测器、Masslynx软件) 美国Waters公司；AG285型

电子天平 瑞士Mettler-toledo公司；超纯水仪 美国

Milli-pore公司；5810R型冷冻离心机 德国Eppendorf公

司；KQ-250B型超声波清洗器 昆州市超声仪器有限公

司；水相针式过滤器及50mL聚丙烯离心管 上海安谱

科学仪器有限公司。

1.3 方法

1.3.1 色谱条件  

色谱柱：ACQUITY UPLC HSS  T3(2 .1mm× 

150mm，1.8µm)；流动相A为含0.1%(V/V)甲酸的水，

流动相B为含0.1%(V/V)甲酸的乙腈；梯度洗脱程序：

0～3min：5% B；3～15min：5～20% B；15～16min：

20～98% B；16～20min：98～98% B；20～21min：

98～5% B；21～23min：5～5% B；流速0.3mL/min；检

测波长325nm；柱温35℃；进样量2μL。

1.3.2 对照品标准溶液的制备

精确称取单咖啡酰酒石酸对照品约5mg，加水约

5mL，配成质量浓度为1.00mg/mL的母液。取适量上述母

液，加水稀释，配制质量浓度为0.50、1.00、2.50、5.00、

10.00、25.00、50.00μg/mL的对照品标准工作溶液。

1.3.3 对照品质量控制溶液的制备

取1.3.2节配制的单咖啡酰酒石酸对照品母液，加水

稀释，配制质量浓度为2.00、10.00、20.00μg/mL的对照

品质量控制溶液。

1.3.4 供试品溶液的制备

取适量葡萄汁饮料样品于50mL聚丙烯离心管中，在

4000r/min离心10min，上清液用0.45μm水相针式过滤器

过滤，取1mL滤液供液相色谱分析。

1.3.5 样品的测定

将上述制备的对照品标准溶液，对照品质量控制溶

液及供试品溶液按照1.3.1节的色谱条件进行分析，外标

法定量。

2 结果与分析

2.1 色谱条件的优化

在1.3.1节的色谱条件下，采用PDA光电二极管阵列

检测器，在200～400nm进行紫外吸收波长扫描，结果如

图1所示。单咖啡酰酒石酸在328nm有最大吸收，实验中

采用325nm为其检测波长。在超高效液相色谱系统中使

用1.8µm颗粒填料的色谱柱，系统压力比常规液相色谱要

大。实验比较采用甲醇和乙腈作为有机溶剂流动相，用甲

醇做流动相时，系统压力明显增大，同时在相同梯度条件

下单咖啡酰酒石酸的保留时间增加，因此实验中采用乙

腈作为流动相。为了减小系统压力，设定色谱柱温度为

35℃。单咖啡酰酒石酸为酸性物质，在流动相中添加甲酸

作为调节剂，得到较好的色谱保留及色谱峰型。葡萄汁饮

料样品组成成分复杂，采用较长的色谱柱有利于提高色谱

分辨率及与干扰组分的分离。实验中采用150mm长的色

谱柱及较缓的梯度洗脱方式，单咖啡酰酒石酸与其他组分

得到了较好的分离，在选定的色谱条件下无其他组分干

扰，测的单咖啡酰酒石酸含量较为准确。
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图 1 葡萄汁饮料中单咖啡酰酒石酸(A)和对照品(B)在200～400nm的

紫外吸收谱图

Fig.1 UV spectra of cafteric acid standard and grape juice drink 

sample

2.2 线性关系的考察

对1.3.2节制备的对照品标准工作溶液，按照1.3.1节
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的色谱条件分析3个批次。以单咖啡酰酒石酸质量浓度为

横坐标，峰面积为纵坐标，进行线性回归，结果见表1。

单咖啡酰酒石酸在0.50～50.00μg/mL范围内呈良好的线性

关系，3批的R2均大于0.9999。

表 1 线性关系

Table 1 Linear relationship

批次 回归方程 R2

1# y=347.98x－35.079 1
2# y=336.2x＋22.542 1
3# y=346.72x－40.621 1

2.3 准确度和精密度的考察

对1.3.3节制备的对照品质量控制溶液，按照1.3.1

节的色谱条件进行分析，各添加量分3批重复测定3次，

结果见表2。批内及批间准确度分别用测定的平均值与

理论添加值相比，用百分数表示，结果为批内准确度在

97.1%～106.0%之间，批间准确度在100.4%～102.2%之

间。批内及批间精密度分别用批内及批间测定的相对标

准偏差表示，结果为批内精密度在0.2%～3.5%之间，批

间精确度在1.9%～4.1%之间。

表 2 准确度和精确度

Table 2 Accuracy and precision of the developed method

项目 低添加量(2μg/mL) 中添加量(10μg/mL) 高添加量(20μg/mL)

批次1#

2.11 10.12 19.38

2.14 10.14 19.50

2.11 10.15 20.21

批内平均值(n=3) 2.12 10.14 19.70

批内准确度/% 106.0 101.4 98.5

批内精密度/% 0.8 0.2 2.3

批次2#

1.99 9.77 20.28

1.94 9.67 20.09

1.90 10.31 20.05

批内平均值(n=3) 1.94 9.92 20.14

批内准确度/% 97.1 99.2 100.7

批内精密度/% 2.3 3.5 0.6

批次3#

2.09 10.04 20.44

2.04 10.07 20.46

2.08 10.08 20.31

批内平均值(n=3) 2.07 10.07 20.40

批内准确度/% 103.4 100.7 102.0

批内精密度/% 1.3 0.2 0.4

批间平均值(n=9) 2.04 10.04 20.08

批间准确度/% 102.2 100.4 100.4

批间精密度/% 4.1 2.0 1.9

2.4 稳定性的考察

对1.3.3节制备的对照品质量控制溶液，分别于室温

下放置0、24h后按照1.3.1节的色谱条件进行分析，各添

加量重复测定3次，取其平均值与理论值相比，测得室温

放置24h后样品的准确性在97.1%～100.7%之间，表明对

照品溶液室温放置24h是稳定的。

2.5 重复性的考察

对1.3.3节制备的质量浓度为0.50μg/mL的对照品标准

工作溶液样品，按照1.3.1节的色谱条件进行分析，重复测

定6次，RSD为2.5%，表明测定方法具有良好的重复性。

2.6 基质加标回收率的考察

取1.3.2节配制的单咖啡酰酒石酸对照品母液，加水

稀释，配制质量浓度为100.00μg/mL的工作溶液，取适

量按照添加量2.00、10.00、20.00μg/mL添加于葡萄汁样

品，并按照1.3.4节处理样品，再按照1.3.1节的色谱条件

进行分析，葡萄汁基质样品及添加单咖啡酰酒石酸各添

加量的葡萄汁样品重复测定3次，结果见表3，基质加标

回收率在101.8%～109.0%之间。

表 3 基质加标回收率实验

Table 3 Recovery of cafteric acid spiked matrix

项目 低添加量(2.00μg/mL) 中添加量(10.00μg/mL) 高添加量(20.00μg/mL)

葡萄汁基质

样品/(μg/mL)

1.53 1.53 1.53
1.53 1.53 1.53
1.50 1.50 1.50

平均值(n=3) 1.52 1.52 1.52

基质加标

样品/(μg/mL)

3.50 11.54 21.60
3.47 11.55 21.71
3.52 11.52 21.72

平均值(n=3) 3.50 11.54 21.68
回收率/% 109.0 102.2 101.8

2.7 样品测定
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A.单咖啡酰酒石酸对照品；B.葡萄汁饮料样品。

图 2 单咖啡酰酒石酸对照品及葡萄汁饮料样品的液相色谱谱图

Fig.2 Chromatograms of cafteric acid standard and grape juice drink 

sample

取1.3.4节处理的市售葡萄汁饮料样品，按照1.3.1节的

色谱条件进行分析。液相色谱谱图如图2所示，图中同时

给出了单咖啡酰酒石酸对照品溶液的谱图。单咖啡酰酒石

酸的保留时间为7.45min，从图2可以看出，葡萄汁饮料样

品成分非常复杂，但是在保留时间为7.45min处没有其他

干扰峰，因此初步认定该峰为单咖啡酰酒石酸。为了进一

步确认，采用PDA紫外检测器在200～400nm波长范围内

进行扫描，提取该峰的紫外吸收光谱图，并与单咖啡酰酒

石酸对照品的紫外吸收光谱图进行比较，如图1所示，两

者的紫外吸收谱图一致，进一步证实葡萄汁饮料样品中保

留时间为7.45min的色谱峰为单咖啡酰酒石酸。
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实验测定市售葡萄汁饮料样品中单咖啡酰酒石酸的含

量见表4。可见不同品牌的葡萄汁饮料样品，其单咖啡酰

酒石酸含量各不相同，差异比较大。对葡萄种类相同的饮

料，果汁含量越高，单咖啡酰酒石酸含量也越高。另外，

对表4测定的样品结果初步分析可以看出，单咖啡酰酒石

酸含量与葡萄的品种有关，如品牌2#红葡萄饮料比品牌

3#紫玉葡萄及品牌4#水晶葡萄饮料的含量高，相比而言，

品牌4#水晶葡萄饮料及未知葡萄种类的品牌6#中单咖啡酰

酒石酸的含量非常低，均低于最低定量限0.50μg/mL。因

为某些品牌的葡萄汁饮料没有标示葡萄的种类，因此不

能根据葡萄的品种进一步比较，如品牌5#虽然标签标示

100%果汁，但单咖啡酰酒石酸含量反而比果汁含量10%

的品牌2#低。其次，不同品牌葡萄汁饮料的单咖啡酰酒

石酸含量有差异，可能和葡萄浓缩汁或饮料的生产工艺

有关，如Feryal等[13]在研究生产工艺对葡萄干中酚酸类化

合物含量的影响时，发现冷冻后的葡萄汁中单咖啡酰酒

石酸含量比新鲜葡萄汁降低了80%；同时还与葡萄的生

长条件、气候等因素有关[14]。

表 4 市售葡萄汁饮料中单咖啡酰酒石酸的含量

Table 4 Cafteric acid contents in commercial grape juice drinks

品牌 单咖啡酰酒石酸含量/(μg/mL) 标签标示葡萄种类 标签标示果汁含量

1# 3.19 未知 ＞10%

2# 6.02 红葡萄 ＞10%

3# 3.52 紫玉葡萄 ＞10%

4# ＜0.5 水晶葡萄 ＞10%

5# 5.81 未知 100%

6# ＜0.5 未知 ＞10%

3 结  论

本实验建立了测定葡萄汁饮料中单咖啡酰酒

石酸含量的超高效液相色谱法。方法学确证表明在

0.50～50.00μg/mL范围内线性关系良好，批内及批间准确

度在97.1%～106.0%，精密度(RSD)不大于4.1%，基质加

标回收率在101.8%～109.0%，单咖啡酰酒石酸的工作溶

液在室温条件下24h内稳定。通过方法学的验证考察，说

明所建立的方法是准确、可靠的，可用于葡萄汁饮料样

品中单咖啡酰酒石酸含量的测定。
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