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葡萄果实发育过程中白藜芦醇衍生物的诱导合成
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摘要采用高效液相色谱(HPLC)直接进样、梯度洗脱的分析方法，对酿酒葡萄品种赤霞珠(y拓蠡t，in琚九，口L

cv．Cabemet sauvignon)果实发育过程中5种主要芪化物的紫外(UV)诱导性合成进行研究。结果表明，葡萄果实

在生长发育过程中，白藜芦醇(Resve飓帅1)和白藜芦醇的2种二聚体(8一vin如rin和8一vin滟rin)呈上升趋势；经紫

外诱导后，白藜芦醇、白藜芦醇糖苷(Piceid)、白藜芦醇二聚体都大量积累，白藜芦醇、白藜芦醇二聚体在葡萄

花后50 d为积累的最高峰，且变化趋势基本一致，白藜芦醇糖苷的含量变化与白藜芦醇、白藜芦醇二聚体均呈

现负相关。实验样品中均未检测到紫檀芪(Ptemstilbene)。
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白藜芦醇(Resveratrol，3，4’，5一三羟基二苯乙烯)最初是作为一种植物抗毒素被发现的【l】，之后的研究结

果表明，它具有重要的生物活性，特别是1997年Jang等首次报道了Res的抑癌功效后阁，带动了葡萄与

葡萄酒中白藜芦醇的研究，也掀起了红葡萄酒的消费热潮。

随着白藜芦醇研究的深入，一些具有芪化物结构的白藜芦醇衍生物相继被发现p川，并被证明具有和

白藜芦醇相似或更高的生物活性【540l。目前，国内对于葡萄中芪化物的研究主要在白藜芦醇诱导、提取方

法及分析等方面⋯锕，而葡萄果实中白藜芦醇及其衍生物的含量变化和紫外诱导合成研究，主要以白藜芦醇

和白藜芦醇糖苷的顺反异构体积累规律为主⋯’17】。白藜芦醇衍生物的分析检测在国外已有很多有益的探

索【1渊，特别是Pezet等从霜霉病侵染的葡萄叶片中同时检测了白藜芦醇等10种芪化物，为葡萄中更多芪

化物的检测分析奠定了基础|5I。在葡萄果实中，除白藜芦醇和白藜芦醇糖苷外，其他衍生物的研究还未见

报道。本实验以酿酒品种赤霞珠葡萄果实为试材，采用HPLC直接进样分析方法，对葡萄果实发育过程中

白藜芦醇及其衍生物的5种物质进行研究，旨在探明葡萄果实生长发育过程中和紫外诱导后，白藜芦醇

及其部分衍生物的积累规律。

1材料与方法

1．1材料

赤霞珠葡萄(y血蠡秽in咖朋口L．cv．Cabemet Sauvignon)，2006年采自河北省怀来县东花园镇西榆林村

北京龙徽酿酒有限公司葡萄基地。1996年定植，栽培行距3 m，株距为l m。选择葡萄园同一地块内的多

行葡萄采样。采样时选取结果高度、遮蔽度较为一致的葡萄果穗，花后20 d开始，每隔lO d采样1次，

直至花后120 d。样品采集后立即运回实验室，进行实验处理。

1．2标样

Res标样购自sigIlla公司(纯度≥99％)；PD(白藜芦醇糖苷)标样购自上海复旦大学药学院天然药物研

究室(纯度≥99％)；￡一viniferin标样由中国医学科学院、中国协和医科大学药物研究所林茂教授馈赠(纯

度≥90％)；nerostilbene(Ps)标样购自Sigma公司(纯度≥97％)；8一vinife“n标样参照文献制备刚】。

国家自然科学基金项目(编号：304()0302)资助。
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1．3实验方法

1．3．1葡萄果实紫外处理采样当天立即运至实验室，在果穗中带果柄剪取成熟度、着色、颗粒大小较为

一致的无损伤和无病虫害的果粒，均匀放置，做避光紫外处理(医用紫外线杀菌灯(30 W)，波长254 nm)。

紫外处理条件为：距紫外灯lO cm(3W／m2)，照射时间10 min(紫外强度采用上海顾村光电仪器厂ZQJ一254

型紫外强度计测定)，将果粒翻转，作同样的紫外处理。处理后的葡萄果粒避光通风放置30h后，液氮速

冻，一40℃贮藏待用。同时将未进行紫外处理的葡萄果粒，相同避光通风条件，放置30 h后，液氮速冻，

一40℃贮藏，作为对照。样品处理进行3次重复。

1．3．2葡萄中Res及其部分衍生物的提取 葡萄果实冻样20 g，在4℃下融冻后取葡萄果皮，液氮研磨，准

确称取1 g于试管中，加入5 mL甲醇，超声提取(10“n，80 Hz)，4℃下静置1 h，10 000粥离心20 IIlin，取

上清液，N：吹干后，溶于2mL甲醇，过0．45斗m有机相膜，待HPLC分析。每次实验设置3个重复。

1．3．3 Res及其衍生物的HPLC分析条件 Alliance 2695高效液相色谱仪(美国waters公司)，配备二极管

阵列检测器(PDA，waters公司2996型)色谱柱为Atlantis C18(250×4．6 nun，5斗m，Waters公司)。参照文

献[5】的方法修改为：采用二元梯度洗脱，流动相A为乙腈，B为水。起始为l％A，99％B，保持5 min，

28 lIlin时A为60％，B为40％，33 min时A为85％，B为15％，保持2 min，到40 min时A为1％，B

为99％。柱温为30℃，检测波长为306 nm，流速为l m‰in，进样体积为20斗L。

2结果与分析 ．

2．1 Res及其衍生物的HPLC测定

反式芪化物的光谱图都具有双肩峰的特征，一般在308—336、281～313 nm处有2个较大的吸收峰【2“。

实验利用PDA检测器，在210～

400 nm同时对检测样品的色谱和

光谱特征进行扫描，反式PD、

Res、8一viniferin、6一vinif毫rin、PS

标准样品的保留时间分别为：

18．064、21．514、23．291、24．218、

31．18l lIlin(图1)。葡萄果实样品

中反式PD、Res、8一viniferin、

8一viniferin、PS的保留时间与标

样一致(图2)，光谱吸收分别为

318．0、305．8、324．8、309．4 nm。

样品中没有检测到PS。

Res、PD、s—viniferin、8一

vinife“n、Ps 5种芪化物的标准

曲线、相关系数、检测限及其

回收率如表1所示。

2．2紫外处理后生长发育过程

中葡萄果实的Res及其衍生物

的变化规律

葡萄正常生长发育过程中

反式PD、Res、8一vinifbrin、8一

Viniferin在各个阶段的含量变化

保留时fIl】，min

图1 自藜芦醇及其衍生物标准样品的色谱图
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图2葡萄果实中自藜芦醇及其衍生物标准样品的光谱和色谱图
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如图3所示。PD在整个

生长发育过程中都呈现

逐渐下降的趋势(图3一

B)，甚至在花后90 d低

于检测限，之后随果实

成熟而增加，在花后

120 d含量达到了20．13

斗g儋，是前期发育过程

中最高含量的17．47倍。

Res(图3一A)、￡一稍ni蠡嘶n

(图3一C)、8一viniferirI

(图3一D)在果实整个生长

发育过程中的对照含量

与紫外处理的样品含量

比较，三者的变化趋势

平稳，在80 d后有所增

加，但是含量还是明显

低于紫外处理的样品。

其中，葡萄果实经过紫

外处理后，Res、PD、

8一viniferin、 8一viniferin

含量都获得了大量合成

与积累(图3)，最高含量

表1 白藜芦醇及其衍生物回归分析、检出限、加标回收(n=3)

芪化物 篙望 同归方程 相关系数。亲霎‰u 加标回收
，¨捌mL lW州=j：U纠mLl

R船 0．I～250 Y=79438X●19079 O．9996 0．02 95．90％～“0．00％

PD

8．vini托m

6．viniferin

PS

Y=．47752X一5353．6

Y=16604X+13433

Y=393 lX+3996．7

Y=122434X+6186．7

O．9989

0．9钙14

O．9990

O．9993

O．05

0m

O．05

O．ol

98．oo％～101．∞％

90．27％～93．∞％

98．90％～l∞．70％

97．02％～1∞．60％

臣200
套
{150
’C

罨100
∞

50

O

；一 一{
；～ 一；203040 5060708090 120 20 30405060708090 120

仡后天数问

30

25 》

20盖
i

15苫
山

lO

图3紫外诱导后葡萄生长发育过程中自藜芦醇及其相关衍生物的含量变化

分别达到了229．66、21．83、208．36、308．46“g儋。Res和2种二聚体8一viniferin、8一viniferin的变化趋势基

本一致，在开花后50 d三者含量的积累达到最高，之后Res和￡一viniferin，8一viniferin的含量却开始下降，

到90d趋于平稳。可见，不同生长发育时期的葡萄果实虽然受到相同剂量的紫外处理，但其对紫外线的

敏感性不同。紫外诱导后，葡萄果实中PD含量变化趋势与Res、s—viniferin和8一viniferin的积累完全不

同，存在着近似负相关的关系，如图3一B所示：在Res及其二聚体逐渐提高的过程中，PD的含量却逐渐

降低，随着Res和￡一vinifedn，8一viniferin下降，PD的积累却开始上升，到80 d后也趋于平稳。

本实验中，对照和紫外诱导后的样品中都没有检测到Ps。

3讨论

(1)Res及其衍生物作为葡萄逆境中产生的一种植物抗毒素，在自然条件下的含量是很少的，对于含量

的变化，都认为环境因子和葡萄品种影响因素较大【11．17】。研究认为，葡萄果实在生长发育的前期，花色苷

等酚类物质合成很少，葡萄受到逆境刺激后，通过合成植保素来产生逆境响应因子。Res及其部分衍生物

可以看做是这种响应因子中一种，紫外可以诱导、启动葡萄中Res的合成，并继而有可能带动了一系列

Res衍生物的合成与积累阎。葡萄中Res的合成源自苯丙氨酸代谢，其合成过程中的关键酶白藜芦醇合成

酶(SrI’S)在苯丙氨酸代谢中是与查耳酮合成酶(CHS)并行的一个支路，后者是合成花色苷和多种酚类物质的

关键酶。S髑是诱导型酶，正常情况下并不表达，只有在处于逆境和诱导因子刺激情况下才会合成而发挥

作用。因此有研究认为在葡萄果实发育后期，随着葡萄色素和多酚的合成旺盛，SrrS与CHS可能存在竞

争l勰l。Jeandet等119o的研究认为，在葡萄果实成熟后期，Res骤然下降(50～90 d)，是由于Res和花青素苷的

合成出现底物竞争的关系；而开花后90—120 d时，葡萄果实已成熟，糖分积累、病虫害增多，环境温湿
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度变化较大，逆境胁迫增加，也可能造成Res及其二聚体的消耗，形成后期含量的普遍降低，这在本实验

结果中(图3一A，C，D)也得到验证。 因此，本实验发现在果实转色期后(50 d)，同样强度的紫外诱导条

件下，Res和￡一viniferin、8一vin矗rin的积累量与前期相比急剧下降，支持了STS与CHS存在竞争的结论。

研究推测，葡萄果实在受到紫外诱导后，不仅促进了Res的不断积累，同时逆境因子也刺激了多酚氧

化酶和过氧化物酶活性的增加Ⅲ，这2种酶可能会使Res聚合成为二聚体甚至多聚体。早在1994年，

Calde血n等利用细胞悬浮培养，用一种刺激剂诱导未成熟的葡萄果皮细胞壁，发现碱性的过氧化物酶B，

(basic peroxidase)能氧化Res生成白藜芦醇氧化产物(ROPs)闭。随后，Pezet在葡萄用灰霉菌(Botrytis

cinerea)诱导的培养基中分离纯化到一种漆酶(Laccase)，它能催化Res反应生成￡一viniferin闭。最近，

Takaya等【27l在利用不同过氧化物酶的生物合成实验中发现，过氧化物酶都能使Res反应生成不同的产物，

其中主要的产物是8一viniferin。因此，紫外诱导后，8一viniferin，8一viniferin作为Res的聚合体，表现出与

Res较为一致的变化趋势(图3一A，C，D)，笔者推测2种二聚体可能是葡萄受紫外诱导后，过氧化物酶和

多酚氧化酶与Res的代谢产物。

PD做为一种芪化物，毒性比Res小嗍，在葡萄生长发育过程中和受紫外诱导后，它的变化趋势和

Res，￡一viniferin，8一viniferin都呈负相关，在紫外诱导后的葡萄果实中表现最明显。有文献表明在糖基化

酶的作用下，Res可以生成PD例。并有文献报道，在葡萄组织培养的细胞中糖含量的增加，也伴随着PD

的增加嘲。这可能也是葡萄果实在转色期后(50 d)，糖份开始积累，而PD开始上升的原因。

在实验中没有发现Ps，Ps一般存在于葡萄叶片中【2l】，和8一viniferin的生物活性相似㈣，但它在植物体

内通常不形成或浓度太低而与防御机制无关旧。在灰霉菌(肋￡彬括ci聊re回，匍枝根霉(尺^如op凇s幻ZD凡乒r)

的诱导下，少数葡萄品种的果实内有PS合成㈣。

(2)本研究利用HPLC的方法，对未经过紫外诱导和紫外诱导后的葡萄果实中的Res及其相关衍生物

进行检测分析，发现紫外处理能诱导葡萄多种芪化物的积累，且在葡萄果实中Res与￡一viniferin，8一

viniferin的含量变化趋势一致，而PD的含量变化与Res，￡一viniferin，8一viniferin 3种芪化物表现为负相

关趋势。为葡萄果实发育过程中芪化物的诱导合成研究提供了理论依据。

参考文献

l L肿gcake P．Pryce R J．11le pmduction 0f re自ve脚∞l by Vitis vinifem and otller members 0f the Vit越e神越a陀叩帆∞to irlf＆tion or

inju吲J】．Physiol Plant Pathol，1976(9)：77～86

2 Jang M，Cai L’Ud咖i G 0，et al·C肌cer che咖p陀ventive舵ti、rity of瑚Veratrol，a眦tural p foduct derivedfrom grape8叨·science·

1997．275：218～220

3 Langcal【e P，Conlfbrd C A，脚ce R J．1dentification of pterostiIbene聃a ph”oale】【in缸忉Vitis vinifem leaves【J】．Phytochemistry，1979，

18(6)：1025一1027

4 L丑ngc_ake P．Di8e啪瞄i咖脱0f Vi6s印p粕d tlle pmductionof d他sh℃瞄盯leLabolites嘲ve甩tml，8一“nife丽n，d一“ni断in锄d睥Im蒯蛔le【J】．
Physiol PlaJlt P8thol，198l，18：213—226

5 Pe砷t R，Pe肿t C，Je粕一Deni8 J B。et a1．8一“niferin。a re8ve眦ml dehydmI∞r：佃e of tIIe nmj凹砒ilben∞s”th鹤ized by stre鹪ed

grapevine l∞ve郇】．J A酣c Food CheIll．2003。5l(18)：5488—5492

6 waterhou∞A L．Lamuela R M．7I．he occu兀．ence of piceid，a sⅢbene gluc嗍ide in gmpe I'e而es【J1．Ph”0chemistry，1994，37(22)：571～573

7 Pezet R。Pont V，Cuenat P．Method to detemine resvem咖l柚d ptemstilbene in舭pe berrieB粕d win∞using higll pe而唧粕ce liquid

chm哪tography仰d highly∞邶itive nuommetric detectionⅢ．J ChmInato印A，1994，663(22)：19l～197

8 Nicotm S，c删啪艄a M R Mucci A，et a1．Biot砌sf0删ti鲫of r髓vemtml：gyTlthesi8 of t啪s—deh删ime硌catalyzed by l踮cas拍f而m

Myceliphto饱the硼叩hyla卸d fmm Tr帅etes pubescens叭Tetrahedmn。2004，60(3)：595～600
9 Ben删柑P'Fr粕coi8 B，Yvonne D，et a1．Diffe陀ntial inh．bition of hu眦n c”ochmme P伽enzymes by viniferin，the difnr舱r 0f嘲veratml：

c哪p面s∞wit}I嗍vemtml锄d polyI’henolB from alcohollized bevemges【JJ．I．sciences，2003，73(9)：1199一1213

10陈国良，耿春梅，刘湘永．白藜芦醇衍生物及类似物的研究进展fJl．药学进展，2()06，30(4)：145一150

ll余 兴，高丽萍，夏 涛，等．葡萄果实生长发育过程中自藜芦醇及其糖苷的HPL￡测定『J1．武汉植物学研究，200r7，25(I)：8扣88

12亓桂梅，Cre∞y G．乙磷铝和紫外线照射对葡萄叶片中芪类化合物的诱导作用Ⅲ．中外匍萄与葡萄酒，2005(4)：12～16

13李晓东，郑先波，李绍华，等．水杨酸和紫外线对诱导采后葡萄果皮内白藜芦醇合成作用研究Ⅲ．果树学报。2007。2钡1)：30一33

14罗 葵，王琴飞，李景明，等．葡萄叶片中白藜芦醇的紫外线诱导研究【J】．中外葡萄与葡萄酒．2007(4’：4—6

15马丽艳，李景明．葡萄酒中顺反式白藜芦醇异构体的反相高效液相色谱法测定【J1．分析测试学报，2004，23(6)：87—90

 万方数据



5期 王琴飞等：葡萄果实发育过程中自藜芦醇衍生物的诱导合成 561

16李晓东，李绍华。曰树堂．葡萄白藜芦醇提取和HPLc定量测定适宜条件研究【J1．园艺学报，2006'33(4)：83“838

17 Je蛐det P，Bt稻iB I乙Gauthemn B．ne production of resveratml(3，5，4’一trihydm珂8tilbene)by gmpe berTi∞in di雎撒n developm蜘taI

咖秘叽Am J E∞l V itic，199l，42(1)：4l—46

18 A幽蛐M，Je肌det P'Breuil A c，et a1．Assay of resve魁咖l锄d deri伯tive吼ilben船in而n髓by dimct injecti伽higII pe而咖ce liquid

ch加脚to乎翟Ph九JJ．Am J Enol Vjtjc'2000，51(1)：37—4l

19 Mo嘲m—L丑b帅‘la J F，Mallavia R，Pe陀z—FonsL'et a1．Detemin8ti∞0f piceid卸d re吖eratrol in Sp锄ish wines deli“ng hm M蚰鸽吨U

(I，缸厶yi，l咖m L)grape v“e‘y【J1．J A酣c Food che峨2004，52(17)：5396—5403

20 Vitrac x，Bomet A，Vanderlinde R，et a1．Dete髓ination 0f stilbenes(8一viniferin，tr删一agtrin舀n't啪s—piceid，cis—and tr棚一msve均血ol，8一
viniferin)in Br龀ilian wines【J1．J A研c Food CheⅡI'2005。53(1 4)：5664～5669

21 J啪det P'Breuil A C，A商弛M，et aI．HPLc anaJysis of grapevine phytoalexim c伽pling pho涮iode array detecti∞锄dⅡu啪m唧们．
Anal Chem，1997，69(24)：5172～5177

22 Pe跫t R， Gind∞ K． Glycosylation and oxidative dimeriz砒ion 0f他吖e阳trol a托糟8pectively舶80ciated to ∞nsitivity蛐d resistaIlce of

grapevine cuIliva∞to do帅y IIlildewfⅡPhysioIo舀cal¨d Pi∞t PathoIo野，2004．65(6)：297～303

23 l丑rronde F S，K而sa A，Decendit c，et a1．Regulati蚰of polyPhenoI protIuction in Vitis vinifem cell鲫spension cultures by sug啪佣．P18m

Ce¨Rel)ons，1998，17(12)：946—950

24 Rocfo G B，Ma巧atta S M，Fhnci8co九et a1．Etiolo舒0f UV—C—induced bDawning in V盯．superior white table脚es田．J J姆ic Food

Chem，2005，53(15)：5990～5996

25 CaIder；6n A A，Zapata J M，R∞一Baricel6 A．Per弧ida∞一mediated fo咖tion of mvemtml oxidaIi佣pmducts during tlle hyperB明8itive—like

他action of刚)evine cells to舳elicitor fmm Trichode姗viride【J】．Phystological卸d MolecuI盯Pl卸t Patholo盯，1994，44(4)：289～299

26 Pezet R．Purification柚d cha瑚terizati∞of a 32一kDa 18cc脚like stilbene oxid蜘pmducedby鼬彬括c沁re口忉．FEMS Micmbiol ktt’

1998，167(2)：203～208

27 Takaya Y，Te瑚hima K，Ito J，et a1．BiomiIIlic t砌sfo哪tion of msvemtml【J】．1’etralledmn，2005，61(43)：10285～10290

28 R89ve_Shoshalli G，sh08e)铆O。BiIl【i8 L et 81．Gly嘲yI{Ition 0f嗍eratml protects it铀n即zyIIlic商dati∞叨．B ioc}嘲!Il，2003，374：157_163

29 L0redana La Torre G，Lagana G，Bellocco E，et a1． Improvement on en2y matic hydrolysiB of re8veratrol gluc∞ides in wine【J】． Food

Chemistry，2004，85(2)：259—266

30 sarig P， zhtkhi Y， Monjauze A， et a1．Phytoalexin elicitation in伊甚pe berrie8 and their 8u8ceptibility to尺_jl如0pl‘譬sIo如，I谚r【J】．

Phyysiolo西cal and Molecul盯Pl卸t Pathology，l 997，50(5)：337—347

Induction of Stilbenes in Response of Grape Berries

at DifIferent DeVelopmental Stages to UltraViolet C

wang Qinfei啦 wang Lei2 “Jingmin矿 Pan Qiuhon矛 Huang Mianjial

l C011ege of Honiculture and kndscapin岛Hainan Universi￡y，Danzhou，Hainan 57 1737

2 CoUege of Food Science and Nutritional Engineering，China A酣cultural University，Beijing 1 00083

Abs咖ct 卟e resveral胁l and its derivatives are na_mral po帅he肿ls which are important如nctional comp0一

nents ill粤-ape be耐es and埘ne．They are a plant antito)【in and ha、陀a function 0f cancer inhibition．Five

stilbenes includiIlg Iesv啪trol，piceid，8一vin镌rin，8一vin如rin aIld pterostimene were investigated iIl陀sponse of

grape berries(Cabemet Sauvi印on)at di虢rent developmental stages to ultra、riolet c，by meaIls of hi曲pe舶卜

瑚nce liquid chmmatography(HPI C)winl direct injection aJld删ual elution． r11le results showed tllat tIle

静砌ual increase in levels of resver咖l， 8一、rimfbrin and 8一viniferin w鹪detected d血ng berry developmem．

Aner UV—C i玳Ldiation， tlle∞thI优components si印ificanⅡy accumuhted in grape be耐es at V耐0us s哮s，
with the maximum at 50 d after full bloom．Compared with that in non—UV—C treated berries，the level of

piceid in UV—C协jated berries also increased，but the change of piceid is d疆krent hDm t110se of resverahd，

￡一Vin如rin aIld 8_vin如rin du—ng berry development and in response to UV—C．Pterostilbene was not detectIed

in舯pe beny，ev朗撕er盹ated widl UV—C．nis p州des tIleoretical basis for stilbenes synthesis study in

response of gmpe be州es at difI'erent deVelopmental stages to ul饥而olet C．

Key words resvemtrol viniferins piceid HPLC grape berry UV—C
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