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基于氨丙基 SiO2微球固相萃取-高效 
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摘  要: 目的  建立一种固相萃取-高效液相色谱法测定花生中白藜芦醇含量的分析方法。方法  样品用 85%

乙醇提取, 用氨丙基 SiO2 微球材料填充固相萃取净化小柱富集, 乙醇作为淋洗溶液, 吹干后用 0.2 mL 甲醇定

容检测。采用 C18 色谱柱, 以乙腈和水为流动相等度洗脱分离, 检测波长为 306 nm 检测。结果  该方法在

0.1~10.0 μg/g的范围内, 白藜芦醇线性关系良好(r2>0.999), 检出限为 0.017 μg/g, 定量限为 0.056 μg/g; 加标回

收率为 90.4%~107.2%, 相对标准偏差为 1.3%~8.4%。运用该方法对 30 份花生样品检测, 其白藜芦醇含量范围

在 73.24~548.51 μg/kg 之间。结论  该方法灵敏度高、重复性好、成本低廉, 且操作简单、快速, 满足花生中

白藜芦醇定量分析的要求。 
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ABSTRACT: Objective  To establish a analytical method for the determination of resveratrol in peanut by solid 

phase extraction-high performance liquid chromatography. Methods  The samples were extracted with 85% ethanol, 

and then enriched by solid phase extraction purification column filled with aminopropyl SiO2 microspheres, and 

ethanol was used as elution, blown dry, and detected by 0.2 mL methanol. A C18 column was used for separation by 

equal degree elution with acetonitrile and water as flow, and the detector wavelength was 306 nm for detection. 

Results  The method had a good linear relationship with resveratrol in the range of 0.1‒10.0 μg/g (r2>0.999), the 

limit of detection was 0.017 μg/g, and the limit of quantitation was 0.056 μg/g. The recoveries were 90.4%‒107.2%, 

and the relative standard deviations were 1.3%‒8.4%. The method was used to detect 30 peanut samples, and the 

content of resveratrol ranged from 73.24 μg/kg to 548.51 μg/kg. Conclusion  The method has high sensitivity, good 

repeatability, low cost, simple and rapid operation, which can meet the requirements of quantitative analysis of 

resveratrol in peanuts. 

KEY WORDS: peanut; resveratrol; solid phase extraction; high performance liquid chromatography 
 
 

0  引  言 

花生是我国重要的油料作物和经济作物[1], 不仅含有

必需脂肪酸、蛋白质、植物甾醇和脂溶性维生素, 还富含

白藜芦醇等多酚化合物[2‒3]。白藜芦醇(resveratrol, Res), 又

称芪三酚, 属于非黄酮类的多酚化合物, 是植物抗击逆境

或遇到病原侵害时产生的抗毒素[4]。自从 20 世纪 80 年代

研究发现了法国人高热量高胆固醇饮食但心血管发病率较

低的“法国悖论”现象后[5], 白藜芦醇的生物活性和药理作

用便受到国内外学者的广泛关注。研究发现, 白藜芦醇具

有抗炎抑菌[6]、抗氧化[7]、抗癌[8]、预防心血管疾病[9]等多

重保健作用。作为花生中的特征营养成分和质量评价指标

之一, 准确检测其含量具有非常重要的意义。 

目前, 花生中白藜芦醇的测定方法主要有: 高效液相

色谱法[10‒11]、高效液相色谱-串联质谱法[12‒13]、气相色谱-

串联质谱法[14]、荧光光谱法[15]和薄层荧光扫描法[16]等。其

中, 高效液相色谱法因具有速度快、效能高、灵敏准确和

应用范围广等独特优势而被广泛用于花生中白藜芦醇的测

定[10‒11]。花生的成分比较复杂, 而白藜芦醇含量较低, 因

此检测前对样品进行前处理十分有必要。相比于传统的液

液萃取(liquid-liquid extraction, LLE), 固相萃取(solid phase 

extraction, SPE)因其有机试剂消耗少、分析物回收率高、

重现性好、操作简便快捷等优点而成为当今应用于食品、

医药、环境等众多领域的样品前处理技术之一[17], 但商品

化的 SPE 小柱价格昂贵, 一般为一次性消耗品且缺乏特异

性。因此, 开发更加廉价易得、提取分离效率更高的固相

萃取材料及前处理技术是一个非常重要的研究课题。 

二氧化硅(SiO2)因特有的多孔结构、与活性炭相近的

比表面积和易于官能化、价格便宜等特点, 是近年来吸附

分离领域应用较多的理想材料之一 [18], 氧化石墨烯

(graphene oxide, GO), 即由石墨烯氧化得来, 表面有大量

的羧基、羟基等官能团, 因而有大量且可修饰的活性位点, 

是新型吸附材料代表之一[19]。随着白藜芦醇的生理作用逐

渐被证实 , 针对白藜芦醇的检测方法也越来越多 , 但将

SiO2、氧化石墨烯等材料用于富集净化花生中白藜芦醇的

研究却较少。 

本研究设计合成了氨丙基 SiO2 材料、四氧化三铁-氧

化石墨烯和 SiO2/氧化石墨烯纳米复合材料, 并分析其对

花生中白藜芦醇的富集净化效果, 建立了基于氨丙基 SiO2

微球材料填充固相萃取净化小柱, 结合高效液相色谱法检

测花生中白藜芦醇含量的方法, 以期拓展氨丙基 SiO2 微球

材料在样品前处理的应用, 开发低廉高效的固相萃取材料, 

也为花生中白藜芦醇含量检测提供分离效果更好、灵敏准

确的检测方法。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

花生样品由中国农业科学院油料作物研究所收集 ; 

氨丙基 SiO2 微球, 由球体科学有限公司(中国武汉)提供。 

白藜芦醇标准品(纯度≥99%, 美国 Sigma 公司); 碳

酸氢钠、抗坏血酸、三氯化铁六水合物、乙醇(分析纯)、

冰乙酸(色谱纯)(国药集团化学试剂有限公司); 甲醇、乙腈

(色谱纯, 美国赛默飞世尔科技有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

1200 型高效液相色谱仪(美国 Agilent 公司); Symmetry 

C18色谱柱(250 mm×4.6 mm, 5 μm)(美国 Waters 公司); AUY 

220 万分之一电子天平(日本岛津公司); Thermo Scientific™ 

Prisma™ E 扫描电子显微镜、傅里叶变换红外光谱仪(美国

赛默飞世尔科技有限公司); RephiLe PURIST UV 超纯水机

(上海乐枫生物科技有限公司); L550 台式低速大容量离心

机(长沙湘仪离心机仪器有限公司); SM-3010 粉碎机(德国

SOKANY 公司); vaco10 真空冷冻干燥机(德国 zirbus 公司); 

MaxQ TM4450 台式恒温摇床 (美国 Barnstead 公司 ); 
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BF-2000 型氮气吹干仪 (北京八方世纪科技有限公司 ); 

XMTD-7000 型水浴锅(北京市永光明医疗仪器有限公司); 

Kylin-bell 旋涡混合器 VORTEX-5(中国其林贝尔仪器制造

有限公司 ); 50 mL 具塞离心管 (美国 Corning 公司 ); 

Transferpette® S 微量移液器(德国 BRAND 公司); 1 mL 无

菌注射器(武汉市王冠医疗器械有限责任公司); 0.22 μm 有

机系滤膜(美国Millipore公司); DQ-101切片机(温岭市林大

机械有限公司); 200 mL 聚四氟乙烯反应釜(济宁市翰业机

械设备有限公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  标准溶液的配制 

精密称取白藜芦醇标准品 10.00 mg, 置于 10 mL 棕色

容量瓶中, 加甲醇溶解并定容, 配成 1000 mg/L 的标准储

备液, ‒20℃避光保存, 有效期 6 个月。临用时, 用甲醇逐

级稀释成实验所需不同浓度的标准溶液。 

1.3.2  吸附材料制备 

(1)氨丙基 SiO2 材料制备 

方法参照文献[20], 称取经氨丙基修饰的、过 400~500

目筛的 SiO2 微球 10 g 置于 250 mL 烧杯中, 加入 100 mL

浓度为 0.05 mol/L 的盐酸, 混匀过夜, 使其充分溶胀。后分

别用超纯水、甲醇洗涤, 重复 3 次, 真空干燥后得到 SiO2

微球备用。 

(2)四氧化三铁-氧化石墨烯制备 

先取 40 mL 浓度为 0.1 mol/L 的 FeCl3 水溶液加入到

80 mL 浓度为 0.45 mol/L 的 NaHCO3 水溶液中, 后加入一

个磁子, 磁力搅拌 30 min, 配成溶液 1; 另取 20 mL 浓度为

0.1 mol/L 的抗坏血酸溶液加到 40 mL 浓度为 2 mg/mL 的

氧化石墨烯溶液中, 超声 30 min 后离心取上清, 配成溶液

2; 后将溶液 1 滴加到溶液 2 中再转移到 200 mL 聚四氟乙

烯反应釜中, 150℃水热反应 8 h, 待反应结束后自然冷却

至室温, 弃去上清, 加超纯水离心洗涤; 最后通过真空冷

冻干燥机于‒40℃冷冻干燥得到终产物, 将产物研磨成粉

末状备用[21]。 

(3) SiO2/氧化石墨烯纳米复合材料 

称取预先制备的 3.5 g 氨丙基 SiO2 微球加入 120 mL 浓

度为 0.5 mg/mL 氧化石墨烯溶液中, 放入 40℃的摇床中

180 r/min 振荡 24 h。待结束后静置弃上清, 并用超纯水多

次洗涤, 直到上清液澄清透明。最后放入真空冷冻干燥机

于‒40℃冷冻干燥, 得到棕色粉末为 SiO2/氧化石墨烯纳米

复合材料备用[20]。 

1.3.3  吸附材料表征 

用扫描电子显微镜 (scanning electron microscope, 

SEM)观察 SiO2 的微观形貌和特征, 并进行 X 射线能谱分

析(energy dispersive spectroscopy, EDS), 对样品元素进行

定量和定性分析; 用傅里叶红外光谱仪(Fourier transform 

infrared spectroscopy, FTIR)对 SiO2 和吸附白藜芦醇后的

SiO2 (SiO2-Res)的微观结构特别是化学基团、化学键等进

行分析。 

1.3.4  样品溶液制备 

选取成熟饱满、大小均一、无腐败损伤的花生仁 20 g

左右, 然后用切片机、粉碎机将样品捣碎成磨粉状, 过 40

目筛备用。参考 GB/T 24903—2010《粮油检验 花生中白

藜芦醇的测定 高效液相色谱法》的提取方法, 称取花生粉末

5 g(精确至0.001 g)于250 mL具塞三角瓶中, 加入60 mL 85%

乙醇溶液, 置于 80℃水浴中提取 45 min, 不时振摇, 待提取

完成后将溶液分批倒入 50 mL离心管, 4000 r/min离心 5 min, 

合并上清液后进行固相萃取。 

将 400 mg SiO2 微球填充于 3 mL 固相萃取净化柱空

柱中, 利用筛板将其固定。首先, 使用 5 mL 85%乙醇依

次通过净化小柱淋洗活化材料, 移取 4 mL 样品溶液以

1.0 mL/min流速进行上样; 完成上样过程后, 用2 mL乙醇

将吸附于净化柱上的目标物冲洗下来, 收集所有的洗脱液

氮吹至近干, 用 0.2 mL 甲醇复溶, 过 0.22 μm 滤膜后进高

效液相色谱检测分析。 

加标样品处理: 按上述国家标准方法移取 4 mL 样品

溶液, 加入 100 μL 质量浓度为 0.2 μg/mL 的白藜芦醇标准

溶液, 静置 0.5 h 后涡旋混匀, 以相同步骤进行前处理, 

计算回收率。 

1.3.5  色谱条件 

Symmetry C18色谱柱(250 mm×4.6 mm, 5 μm); 柱温箱温

度为 30℃; 流动相为: 乙腈:水:冰醋酸(25:75:0.09, V:V:V); 流

速为 0.7 mL/min; 紫外检测波长设定为 306 nm; 样品进样

量为 10 μL。 

1.3.6  数据分析 

采用外标法定量, 根据白藜芦醇在高效液相色谱中

的峰面积来定量样品中白藜芦醇含量。实验结果为 3 次平

行实验均值, 用 Excel 2016 进行数据统计分析, 用 Origin 

2019b 对数据进行制图分析。 

2  结果与分析 

2.1  SiO2 的表征分析 

2.1.1  SEM-EDS 分析 

通过 SEM-EDS 分析, 不仅能看到 SiO2 微球表面的微

观形貌, 还能研究微球中的元素含量。如图 1a、b 所示, 随

着放大倍数的增加, SiO2 样品呈现出球形度较好的球状形

貌 ; 此外 , 样品的元素分布图(图 1c)显示 , O 元素占比

41.7%, Si 元素重量占比 19.3%, 比例接近 2:1, 因而具有稳

定的性质。 

2.1.2  FTIR 分析 

图 2 为空白 SiO2和吸附白藜芦醇后的 SiO2 (SiO2-Res)

的 FTIR 图谱。在图 2 中可以看到, SiO2 和 SiO2-Res 在谱图

上都有 SiO2 的明显特征峰, 如在 3422 cm‒1 处有-OH 振 
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图 1  SiO2 的 SEM (a、b)和 EDS (c)图 

Fig.1  SEM (a, b) and EDS (c) of SiO2 

 

动吸收峰, 1632 cm‒1 处有 H-O-H 振动吸收峰、1100 cm‒1

处有-Si-O-振动吸收峰、956 cm‒1 处有 Si-OH 振动吸收峰、

802、469 cm‒1 处有 Si-O-Si 振动吸收峰[22], 此外 SiO2-Res

在谱图 3300、1608、964 cm‒1 处上有较明显的白藜芦醇

吸收峰, 3300 cm‒1 处为-OH 振动吸收峰, 1608 cm‒1 处为

苯环上的对应 C=C 吸收峰; 964 cm‒1 则为反式 C=C 吸收

峰[23]; 表明白藜芦醇能够被 SiO2 以相互作用较强的化学

方式吸附。 

 

 
 

图 2  SiO2 和 SiO2-Res 的 FTIR 图 

Fig.2  FTIR spectra of SiO2 and SiO2-Res 

 
2.2  前处理方法优化 

2.2.1  萃取材料的优化 

花生基质复杂, 其富含的油脂、蛋白质等营养物质易

对目标组分产生干扰, 不同的吸附材料其官能团种类和吸

附位点数量不一样, 因此对样品的富集净化效果也不同。

本研究选用氨丙基 SiO2 材料、四氧化三铁-氧化石墨烯和

SiO2/氧化石墨烯纳米复合材料各 400 mg, 考察不同萃取

材料对白藜芦醇富集效果的影响, 回收率如图 3a 所示。结

果表明, 采用氨丙基 SiO2 作为固相萃取材料最合适, 回收

率最高。这可能是因为氧化石墨烯因含羟基、羧基、羰

基、环氧基等多种含氧官能团及较大的比表面积而使其

吸附选择性较差 , 吸附的基质组分太多 , 从而使回收率

降低[24‒25]。 

2.2.2  固相萃取柱空柱容量的优化 

萃取净化过程中, 在萃取材料保持质量不变的条件

下, 柱容量的大小影响材料的填充高度。材料填充过高, 

因萃取过程传质慢而引起回收率的降低; 材料填充过低, 

因塔板数不够、样品过柱较快未与材料成分接触而不能起

到萃取净化效果。在本研究中, 根据市场上常见的萃取柱

柱容量大小, 固定 400 mg 材料填充量, 依次考察了柱容量

为 1、3、6 mL 时白藜芦醇的回收率, 结果如图 3b 所示。

当萃取柱容量为 3 mL 时, 白藜芦醇回收率最高, 后随着柱

容量的增大, 回收率明显降低, 所以将本研究萃取柱容量

选择为 3 mL。 

2.2.3  材料填充量的优化 

适当的萃取材料填充可以有效地减少目标物的残留。

保证合适的材料填充高度, 既能节省成本, 又能提高萃取

净化效率。本研究选择萃取柱容量为 3 mL, 依次考察了材

料填充量为 300、400、500 mg 时白藜芦醇的回收率, 结果

如图 3c 显示, 在材料填充量为 400 mg 的条件下, 白藜芦

醇回收率达到最大值, 故选择 400 mg。 

2.2.4  淋洗液类型的优化 

为了获得理想的回收率, 进一步考察了用甲醇和不同

浓度乙醇溶剂对净化柱上残留的白藜芦醇的洗脱效果。固定

空柱容量为 3 mL, 材料填充量为 400 mg, 考察了 4 种淋洗

液(甲醇、乙醇、85%乙醇、60%乙醇, 1 mL)对白藜芦醇回收

率的影响。结果如图 3d 所示, 乙醇淋洗效果最好, 回收率最

高。因此在后续的研究中, 选用乙醇溶液作为淋洗液。 

2.2.5  淋洗液体积的优化 

分别用 1、2、3、4 mL 乙醇溶液对固相萃取柱进行洗

脱, 研究不同体积的乙醇溶液洗脱对白藜芦醇回收率的影

响。结果如图 3e 所示, 洗脱溶液体积为 2 mL 时, 白藜芦

醇的回收率最高可达到 85.16%。乙醇属于质子性溶剂, 可 
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图 3  优化前处理条件(n=3) 

Fig.3  Optimization of the pretreatment conditions (n=3) 
 

与物质形成氢键, 增强洗脱效果, 足够的乙醇可以有效地

将萃取材料上残留的分析物充分洗脱下来; 但乙醇作为有

机试剂, 过多使用不仅会浪费试剂、造成对环境的污染, 

而且还会增加固相萃取和氮吹时间, 还可能将其他干扰杂

质洗脱下来, 最终影响目标物质的分析。因此本研究综合

考虑, 选择 2 mL 作为固相萃取最佳洗脱溶液用量。 

2.3  线性关系与方法检出限 

对不同浓度的白藜芦醇标准溶液进行定量分析, 绘

制标准曲线 , 并考察方法的检出限 (limit of detection, 

LOD)、定量限(limit of quantification, LOQ)及线性范围等, 

重复测定 3 次。以白藜芦醇标准溶液浓度(X, μg/g)作横坐

标, 峰面积(Y)作纵坐标, 采用7点法进行线性方程回归分析。

结果显示, 以 3 倍信噪比(S/N=3)和 10 倍信噪比(S/N=10)计算

目标物的检出限和定量限, 分别为 0.017 μg/g 和 0.056 μg/g; 

此方法在白藜芦醇浓度为 0.1~10.0 μg/g 之间时, 白藜芦醇

标准溶液浓度与峰面积呈良好的线性关系, 线性方程为

Y=41.406X‒3.369, 相关系数 r2=0.9994。 

2.4  方法重现性、回收率与精密度 

为考察方法的精密度和准确度, 在分析样品中添加

低浓度(0.1 μg/g)、中浓度(0.5 μg/g)、高浓度(1.0 μg/g) 3 个

水平的标准物质, 对其进行日内精密度、日间精密度、加

标回收率测定。日内精密度是对一天内样品连续 6 次重复

测定结果计算相对标准偏差 (relative standard deviation, 

RSD); 日间精密度是样品连续 6 d 测定结果所求的 RSD; 

加标回收率是加标样品连续 3 次测量结果所求平均值, 结

果见表 1。由表 1 可知, 不同浓度的加标回收率保持在

90.4%~107.2%, 日内和日间精密度均小于 8.5%。因此, 该

方法具有良好的精密度和准确度, 能对样品中白藜芦醇进

行准确定量分析。 

2.5  与报道文献方法的对比 

将本研究建立的方法与 GB/T 24903—2010、NY/T 

3342—2018《花生中白藜芦醇及白藜芦醇苷异构体含量的

测定 超高效液相色谱法》和 NY/T 2641—2014《植物源性

食品中白藜芦醇及白藜芦醇苷的测定 高效液相色谱法》

标准方法比较, 结果见表 2。固相萃取步骤简单, 灵敏性至

少高出一个数量级以上, 色谱分离效果更好。与花生中白

藜芦醇检测中应用较多的氧化铝萃取材料比较[32], 成本更

低, 回收率较高, 灵敏度也较高, 方法更可靠。表明本方法

灵敏、可靠, 为今后花生中白藜芦醇的含量测定提供了一

种实用、廉价的方法。 

 
表 1  方法的回收率和精密度(n=6) 

Table 1  Recoveries and precision of the method (n=6) 

化合物 
回收率/% 日内精密度/% 日间精密度/% 

0.1 μg/g 0.5 μg/g 1.0 μg/g 0.1 μg/g 0.5 μg/g 1.0 μg/g 0.1 μg/g 0.5 μg/g 1.0 μg/g 

白藜芦醇 107.2 99.5 90.4 5.7 3.7 1.3 8.4 3.4 5.6 
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表 2  不同基质中白藜芦醇检测方法比较 
Table 2  Comparison of resveratrol detection methods in different matrices 

基质 样品前处理 检测技术 LOQ/(µg/g) 回收率/% 参考文献 

红酒 SPE (C18 柱) 毛细管电泳 0.130 - [26] 

红酒 荧光共振能量转移 荧光光谱 - 93.2~105.3 [27] 

葡萄 LLE 高效液相色谱 0.062 平均 85.1 [28] 

花生皮 LLE 高效液相色谱 0.200 100~108 [29] 

花生 SPE(氧化铝柱) 高效液相色谱 0.090 99.9 [30] 

花生 SPE(氧化铝粉) 高效液相色谱 0.090 89.4~103.9 [31] 

花生 LLE 高效液相色谱 0.330 - GB/T 24903—2010 

花生 LLE 高效液相色谱 3.000 - NY/T 3342—2018 

花生 LLE 高效液相色谱 3.000 - NY/T 2641—2014 

花生 SPE(自制柱) 高效液相色谱 0.056 90.4~107.2 本实验 

注: -表示数据缺失。 

 

2.6  实际样品检测 

分别选择产地为新疆、辽宁、湖北, 10 个花生品种共

30 份花生样品, 采用本研究建立的方法进行检测分析, 每

个样品做 3 个平行。结果如表 3 所示, 新疆、辽宁和湖北

的花生中白藜芦醇的含量范围分别为 73.24~198.19 μg/kg、

87.54~548.51 μg/kg 和 89.18~303.67 μg/kg, 表明不同产地

花生中白藜芦醇含量差异较大。 
 

表 3  花生样品中白藜芦醇的含量(μg/kg) 
Table 3  Content of resveratrol in peanuts (μg/kg) 

花生品种 新疆 湖北 辽宁 

豫花 37 140.01 123.71 461.36 

中花 6 号 101.39  89.18 142.91 

花育 917 198.19 186.85 260.70 

花育 23 193.51 151.35 272.61 

花育 25 123.45 137.12  87.54 

冀花 16 113.97 247.55 548.51 

粤油 256  73.24  98.21  90.22 

远杂 9102  80.02 303.67 106.48 

白沙 1016 133.46 139.01 271.84 

天府 24 125.55 112.05 438.34 

 
 

3  结  论 

本研究利用实验室自制的氨丙基 SiO2微球材料固相萃

取净化小柱, 通过优化前处理条件, 建立了一种萃取材料为

SiO2 微球材料固相萃取, 高效液相色谱法检测花生仁中白

藜芦醇含量的方法。氨丙基 SiO2 微球材料与其他传统的萃

取材料及商品柱相比, 具有成本低、回收率高、稳定性好等

优点。该方法的检出限为 0.017 μg/g, 定量限为 0.056 μg/g。

不同白藜芦醇添加量的加标回收率为 90.4%~107.2%, 相

对标准偏差为 1.3%~8.4%, 表明本方法具有灵敏高效、准

确可靠的优点, 满足花生中白藜芦醇定量分析的要求, 有

效地解决了现有方法中色谱分离效果差、灵敏度低、回收

率不高的问题。在实际检测新疆、辽宁和湖北花生中的白

藜芦醇后, 发现了同一花生品种在不同产区种植其白藜芦

醇的含量差异较大, 出现这一现象的原因可能是白藜芦醇

为次生代谢产物, 其含量的积累与生长环境(土壤、气候及

当地微生物)等多个因素有关。 
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