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ＨＰＬＣ内标标准曲线法测定茶叶中４种儿茶素和咖啡因
张国民，廖予琦，王庆忠

（云南大学 化学科学与工程学院，云南 昆明 ６５００９１）

摘要：选用葛根素作为内标物质，利用内标标准曲线法建立高效液相色谱同时测定茶叶中（－）表没食子儿茶素
（ＥＧＣ），（－）表没食子儿茶素没食子酸酯（ＥＧＣＧ），（－）表儿茶素（ＥＣ），（－）表儿茶素没食子酸酯（ＥＣＧ），咖
啡因（ＣＡＦ）５种组分的分析方法．采用Ｃ１８柱，甲醇和００５％三氟乙酸水溶液为流动相，梯度洗脱，ＤＡＤ检测器，
检测波长２７８ｎｍ．结果表明，各组分的色谱峰均达到基线分离，该方法重复性好，灵敏度高，回收率高，已用于不
同种类２６个茶叶样品的测定．以这５种活性成分为指标，采用聚类分析法可对不同来源的样品进行统计分析．
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　　茶叶中对身体健康最有益的物质首推茶多酚，
占茶叶干重的２２％～３０％，其中以儿茶素为主的黄
烷醇类化合物占茶多酚总量的 ６０％ ～８０％，含量
（质量分数）最高的几种组分为ＥＧＣＧ，ＥＧＣ，ＥＣＧ和
ＥＣ，分别占５０％ ～６０％，１５％ ～２０％，１０％ ～１５％，
５％～１０％［１－２］．儿茶素还具有诸多药效［３－５］．茶多酚
在医药、保健品、食品工业和日用化工等领域均有广

泛地应用［６］．
１９７６年 Ｈｏｅｆｌｅｒ［７］等人首次将反相 ＨＰＬＣ法用

于茶提取液中儿茶素的分析，１９９６年 Ｇｏｔｏ［８］等人建
立了同时分析８种儿茶素的ＬＣ／ＵＶ方法，但该分离
方法的梯度体系复杂且分离效果又依靠柱温的变

化．国内采用反相 ＨＰＬＣ测定茶叶中儿茶素的文献
也有报道［９－１３］．目前，采用 ＬＣ测定茶叶中儿茶素的
方法分析时间都比较长，对仪器的稳定性有较高的

要求．在ＬＣ测定过程中加入内标物质则可较好地
消除由于仪器因素波动而产生的误差［１４］，本文选用

葛根素作为茶多酚定量的内标物，建立了内标标准

曲线法测定茶叶中４种儿茶素和咖啡因的方法，可

用于不同种类茶叶样品的测定．

１　实验部分

１１仪器与试剂
Ａｇｉｌｅｎｔ１１００高效液相色谱仪（ＤＡＤ检测器，美国

Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；ＫＱ－２４０Ｂ型超声波清洗器；ＡＬＣ－２１０
型电子天平；２５ｍＬ比色管；０４５μｍ微孔滤膜．甲醇
（色谱纯，Ｆｉｓｈｅｒ公司生产）；三氟乙酸（色谱纯，Ｆｉｓｈｅｒ
公司生产）；实验用水为纯净水，其他试剂均为分析

纯．所用试剂均经０４５μｍ微孔滤膜过滤．
１２标准品

表儿茶素［（－）－Ｅｐｉｃａｔｅｃｈｉｎ］（ＥＣ），表没食子
儿茶素［（－）－Ｅｐｉｇａｌｌｏｃａｔｅｃｈｉｎ］（ＥＧＣ），表儿茶素
没食子酸酯［（－）－Ｅｐｉｃａｔｅｃｈｉｎｇａｌｌａｔｅ］（ＥＣＧ），表
没食子儿茶素没食子酸酯［（－）－Ｅｐｉｇａｌｌｏｃａｔｅｃｈｉｎ
ｇａｌｌａｔｅ］（ＥＧＣＧ），均购自中国药品生物制品检定所．
葛 根 素 （Ｐｕｅｒａｒｉｎ），咖 啡 因 （ｃａｆｆｅｉｎｅ）购 自
ＤｒＥｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒＧｍｂＨ公司．
１３标准溶液的配制

称取ＥＧＣ１０２ｍｇ，ＥＣ１０１ｍｇ，ＥＣＧ１００ｍｇ，



ＥＧＣＧ１３３ｍｇ，Ｃａｆｆｅｉｎｅ１６７ｍｇ，葛根素１２０ｍｇ分
别置于６个５０ｍＬ容量瓶，用甲醇溶解后稀释至刻
度，混匀，作为标准储备溶液于 －１８℃下保存．取上
述溶液ＥＧＣ３００ｍＬ，ＥＣ，ＥＣＧ和 ＥＧＣＧ各１００ｍＬ，
Ｃａｆｆｅｉｎｅ５０ｍＬ，混匀，再分别取００５，０１，０２，０５，
０８，１０，２０，５０，７０，１００ｍＬ加入到１０ｍＬ的容
量瓶中定容到刻度线，再分别加入葛根素０５ｍＬ，
作为混合标准的工作溶液．
１４样品的制备

将茶叶样品在玛瑙研钵中研碎后过４０目筛，准

确称取约０１０ｇ于２５ｍＬ比色管中，准确加入５０％
的甲醇水溶液１０ｍＬ，超声提取４０ｍｉｎ，取经微孔滤
膜过滤液１０ｍＬ到１０ｍＬ的容量瓶，定容至刻度线，
然后加入０５ｍＬ的葛根素摇匀待用，取出约１ｍＬ
至样品瓶待测．
１５色谱条件

色谱柱：ＬｉｃｈｒｏｓｐｈｅｒＣ１８（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，５
μｍ）；流动相为 Ａ：水—三氟乙酸（体积比为１００∶
００５），Ｂ：甲醇；流速：１０ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长：２７８
ｎｍ；柱温：２５℃；进样量５μＬ．梯度洗脱程序见表１．

表１　梯度洗脱程序

ｔ／ｍｉｎ ０～５ ５～１５ １５～２０ ２０～２５ ２５～３０ ３０～４５ ４５～５５ ５５～６５ ６５～７０

Ｂ／％ １３ １３～２０ ２０ ２０～２５ ２５ ２５～４０ ４０～８０ ８０～１３ １３

２　结果与讨论

２１试验条件的优化
２１１提取溶剂的选择

实验分别比较了：１）１００％乙腈；２）５０％乙腈和
纯水溶液；３）１００％甲醇；４）５０％甲醇和纯水作为提
取溶剂的提取效率．结果表明，５０％甲醇和纯水，
５０％乙腈和纯水提取的茶叶溶液谱峰最多，浸出率
高；纯水提取溶液中由于用热水浸提，高温条件下儿

茶素是不稳定的．综合考虑，５０％甲醇和纯水提取溶
液是理想的选择．
２１２不同流动相及检测波长的选择

实验分别考察了：１）甲醇—水；２）甲醇—
００５％三氟乙酸水溶液；３）甲醇—００５％乙酸水溶
液；４）乙腈—水；５）乙腈—００５％乙酸水溶液；６）乙
腈—００５％三氟乙酸水溶液 ６种不同的流动相体
系，结果表明，甲醇—００５％三氟乙酸水溶液体系的

洗脱效果最好，加入少量三氟乙酸，可以改善峰形，

防止峰的拖尾，有利于提高分离度．
实验采用 ＤＡＤ检测器，分别用波长为 ２７８，

２５４，２１０ｎｍ进行检测，结果表明采用波长２７８ｎｍ效
果理想
２１３内标物质的选择

经分析对比，采用大黄素，与儿茶素能实现完全

分离，但保留时间在４９ｍｉｎ左右，丹参酮ⅡＡ不能
与儿茶素实现完全分离，葛根素能够与儿茶素完全

分离，保留时间在３３ｍｉｎ左右，间于ＥＣ和ＥＧＣＥ之
间，故选用葛根素作为测定的内标物质．
２２内标标准工作曲线与线性范围

用葛根素作为测定的内标物质，在相同的色谱

条件下对上述已配制好的标准溶液进行测定，以茶

多酚的质量浓度为横坐标，各种儿茶素的吸收面积

（Ａ）和葛根素的吸收面积（Ａ）的比值为纵坐标得线
性回归方程（见表２）．

表２　５种组分的线性回归方程

组分 保留时间／ｍｉｎ 线性范围／（ｍ·μｇ－１） 线性回归方程 相关系数Ｒ２ ＬＯＤ／（ｍ·ｎｇ－１）
ＲＳＤ（／％，ｎ＝６）

保留时间／ｍｉｎ 峰面积

ＥＧＣ １９２４ ００３７７～４２ Ｙ＝０００６１Ｘ＋０１８７２ ０９９７ ３７７ ０７５ １１８
ＣＡＦ ２５５３ ００１０３～１２ Ｙ＝００８３９Ｘ＋００２５７ ０９９７ １０３ ０９５ ２８０
ＥＧＣＧ ２８３８ ００１０２～４２ Ｙ＝００３５６Ｘ－０００２８ ０９９８ １０２ ０８０ ２７８
ＥＣ ３１８３ ０００７８～１２ Ｙ＝００１５９Ｘ－０００７５ ０９９８ ７８ ０９０ ２６７
ＥＣＧ ４０４３ ０００７７～１１ Ｙ＝００３８１Ｘ－００１２３ ０９９８ ７７ ０９５ ２９２

ＰＵＥＲＡＲＩＮ ３３８３ ０９０ ２６７

　　结果表明，对所分析组分的测定均具有较宽的
线性范围，且线性关系良好（Ｒ２＞０９９７）．
２３定性分析

根据混合标准溶液（见图１）和茶样（００１）（见
图２）的保留时间，对比定性如下图示．
２４方法学考察
２４１稳定性

以茶叶００１样品的甲醇—水提溶液为供试品，

分别在０，２，４，８，１２，１６，２０，２４，２８，３０ｈ测定其稳
定性．实验结果表明，样品在室温条件下 ０～２４ｈ
内稳，各色谱峰的相对标准偏差在１０％左右．
２４２精密度

取混合标准的工作溶液在相同色谱条件下重复

进样６次，测得了各组分的保留时间（ｔＲ）和峰面积
Ａ的相对标准偏差（ＲＳＤ），以考察方法的精密度（见
表３，表４）．结果显示，测定的各儿茶素及咖啡因的
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保留时间（ｔＲ）的相对标准偏差（ＲＳＤ）小于１％以及
峰面积 Ａ的相对标准偏差（ＲＳＤ）小于３％，符合方
法的要求．

表３　保留时间精密度实验

编号
ＥＧＣ
／ｍｉｎ

ＣＡＦ
／ｍｉｎ

ＥＧＣＧ
／ｍｉｎ

ＥＣ
／ｍｉｎ

ＥＣＧ
／ｍｉｎ

ＰＵＥＲＡＲＩＮ
／ｍｉｎ

１ １９３８ ２５６２ ２８５９ ３２２２ ４０９５ ３３９８

２ １９３７ ２５６２ ２８５８ ３２０４ ４０５４ ３３６６

３ １９１４ ２５２２ ２８０８ ３１６０ ４０３３ ３３８８

４ １９１９ ２５３４ ２８１２ ３１４７ ４０００ ３３９２

５ １９０２ ２５９１ ２８５１ ３１７０ ４００２ ３３８６

６ １９３４ ２５４８ ２８４２ ３１９６ ４０７２ ３３６６

平均值 １９２４ ２５５０ ２８３８ ３１８３ ４０４３ ３３８３

ＲＳＤ／％ ０７５３ ０９５１ ０８０３ ０９００ ０９４６ ０３９８

表４　吸收面积精密度实验

编号 ＥＧＣ ＣＡＦ ＥＧＣＧ ＥＣ ＥＣＧ ＰＵＥＲＡＲＩＮ

１ ６２５ ３４０２ ２１５２ ６７７ １７７０ ７３９６

２ ６３７ ３５２２ ２２６６ ７１３ １８７０ ７７４０

３ ６１２ ３４３０ ２２２０ ７２５ １７５６ ７５６０

４ ６２２ ３５０４ ２２０２ ６８３ １８４６ ７８７０

５ ６４４ ３６７８ ２２９１ ７００ １８２０ ７８００

６ ６２５ ３４６３ ２１３４ ６８７ １８８８ ７６２３

平均值 ６２７５ ３４９９ ２２１１ ６９７５ １８２５ ７６６５

ＲＳＤ／％ １８１ ２８０ ２７９ ２６８ ２９３ ２２７

２４３重复性
以编号为００１的样品作为供试品，平行取样６

份按前面所述条件进行样品处理和测定，实验结果

表明，各色谱峰的相对保留时间的 ＲＳＤ不超过４％
（见表 ５），实测样品各组分含量（质量分数，以下
同）的ＲＳＤ不超过４５％（见表６），说明本方法重复
性良好．

表５　保留时间重复性实验

编号
ＥＧＣ
／ｍｉｎ

ＣＡＦ
／ｍｉｎ

ＥＧＣＧ
／ｍｉｎ

ＥＣ
／ｍｉｎ

ＰＵＥＲＡＲＩＮ
／ｍｉｎ

ＥＧＣ
／ｍｉｎ

１ １９０６ ２４６７ ２７１０ ３０５４ ３１８６ ３９４６

２ １８８２ ２４７２ ２７３１ ３０５３ ３１６８ ３８７７

３ １９８３ ２５５２ ２８５２ ３２０６ ３３９２ ４０８８

４ １９７８ ２５６２ ２８６３ ３２３８ ３４２９ ４１３１

５ １９６８ ２５５９ ２８６３ ３２２８ ３４１８ ４１０７

６ １９７８ ２５６０ ２８４７ ３２０５ ３３８９ ４０８６

平均 １９４９ ２５２９ ２８１１ ３１６４ ３３３０ ４０３９

ＲＳＤ／％ １４６ １５３ ２３６ ２８９ ３９９ ３４２

表６　儿茶素及咖啡因含量

编号 ＥＧＣ／％ ＣＡＦ／％ ＥＧＣＧ／％ ＥＣ／％ ＥＣＧ／％

１ ２６７７ ４２３１ １０４３ ３１６２ ７８６７

２ ２６５５ ４０２１ １０１４ ２９７６ ７８７０

３ ２７１０ ４０９３ １０１３ ２８０４ ７６０２

４ ２６８９ ４３７５ １０７９ ２９８０ ８１５５

５ ２６８０ ４３４０ １０８５ ２８４６ ８１４４

６ ２６８６ ４１３１ １０１６ ２８７６ ７６１９

平均 ２６８３ ４１９９ １０４２ ２９４１ ７８７６

ＲＳＤ／％ ０６７０ ３３６ ３１９ ４３９ ３０６

２４４回收率
精密称取编号为００１的茶样３份，分别加入已

精密称定的儿茶素和咖啡碱标准品，按以上方法测

定回收率（见表７），回收率结果比较理想．

表７　回收率试验结果（ｎ＝３）

组分 样品量／ｎｇ加入量／ｎｇ测定量／ｎｇ回收率／％ ＲＳＤ／％

ＥＧＣ １０７３ ９４２０ １９６１ ９７３２ ２６６０

ＣＡＦ １６７９ ２６００ ２０２５ １０４４ １０１９

ＥＧＣＧ ４１６７ ４１００ ４７７５ １０４３ ０９３２

ＥＣ １１７６ ３１１０ １４５３ ９７６９ ２９３２

ＥＣＧ ３１５１ ３０７０ ３５５９ １０２９ ０８３２

２５实际样品测定结果
２５１２６个茶叶样品的儿茶素和咖啡因含量的测定

采用上述方法，对实际采集的鲜叶茶和市场上

购买的２６个样品进行了儿茶素和咖啡因含量的测
定，结果如表８所示．

表８　茶叶样品中５种组分含量
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样品

编号

采集地点

及特征

ＥＧＣ
／％

ＣＡＦ
／％

ＥＧＣＧ
／％

ＥＣ
／％

ＥＣＧ
／％

总含量

／％

００１ 普洱 ２６８０ ４２３ １０４ ３１６ ７８７ ２４１
００２ 江城明子山 ０６５３ ３９３ １１８ １２５ ５０８ １８８
００３ 东塔 ０５２１ ４８５ ４７７ １７１ ６７３ １３７
００４ 东塔 ０３９１ ４６４ ２９８ ０８１５ ６３８ １０６
００５ 无量山 ０７４６ ３５６ ６３６ １８７ ５４４ １４４
００６ 普宁茶厂 ０４６９ ３３４ ５６５ ０４７６ ３４９ １０１
００７ 普洱（熟茶） ００８０ ２６８ ０３７４ ０３３２ ０２９０ １０８
００８ 普洱（熟茶） ００８９ ２４８ ０５７２ ００４７ ０２５６０９６４
００９ 普洱（熟茶） ０３８９ ２６３ ７７２ ２７１ ５６５ １６５
０１０ 紫芽 ００４１ ２２２ ０５６８ ００４７ ０９７１ １６３
０１１ 台地 ００７０ ３９８ ３８４ １６５ ６９３ １２５
０１２ 东塔 ００６９ ４４９ ２７０ ０７６１ ６２１ ９７３
０１３ 太达老凤寨 ００４１ ３４７ ３３７ １８０ ２９８ ８２０
０１４ 因远 ００４１ １９９ １５０ ０７２２ ２４３ ４７０
０１５ 因远 ００４１ ３６７ ６４４ １４３ ５２９ １３２
０１６ 沅桥 ００５９ ２１４ ２９４ １１４ ３０６ ７１９
０１７ 东塔 ００７１ ２１９ ５３３ １１０ ５３５ １１８
０１８ 百年乔树茶 ００４１ ３４７ ２０４ １５１ ４３１ ７９１
０１９ 太达老凤寨 ００４１ ５２９ ４７９ ０９４６ ２１９ ７９７
０２０ 百年乔树茶 ００４１ ２７８ １３２ １１２ ３６８ ６１５
０２１ 太达老凤寨 ００４１ ４８７ ７１３ １３２ ２８１ １１３
０２２ 白口茶 ００４１ ０９６６ １１３ ０９５０ ２６１ ４７３
０２３ 苦聪山老茶 ００７８ １７７ ３９４ １６６ ３０３ ８７０
０２４ 无量山春茶 ００６６ ２４１ ４９７ １３２ ４３６ １０７
０２５ 大渡岗 ００４１ ３８２ ３５８ １０１ ４２０ ８８４
０２６ 普洱 ００９６ ３４０ ７６８ ０６１３ １８７ １０３

２５２２６个茶叶样品的聚类分析
采用ＳＰＳＳ１３０软件包中的聚类分析程序对所

测定２６个茶叶样品进行聚类分组．在方法上采用欧
式距离测量，每两样品间用 ＡｖｅｒａｇｅＬｉｎｋａｇｅ法连
接［１３］，聚类结果见图３所示．从图中可知，当取临界
值大于１０时，２６个样品可以分别聚为两类，２３个生
茶为一类，２个熟茶和１个紫芽样品为一类，其中熟
茶为发酵茶，其中的儿茶素类物质含量明显低，紫芽

由于受日光照射强烈，儿茶素含量也降低，所以聚为

一类；当取临界值为５时，２６个茶叶样品分别聚为
４类，第１类包含了９个未经加工的鲜茶叶；第二类
包括２种太达老凤寨鲜茶叶和晒青成品茶；第三类
包括１２种晒青或炒青成品茶；第四类包括 ３种茶
叶，其中２种熟茶和１种生茶．聚类分析结果表明，
以５种主要组分含量作为评价指标，可以对不同种
类、不同产地、以及不同加工工艺的茶叶进行合理区

分，体现不同茶叶之间的种类、产地和工艺差别［１３］，

可为茶叶的品质鉴定提供参考．

３　小　结

选用葛根素为内标物，利用内标标准曲线法建

立了高效液相色谱同时测定茶叶５种活性成分的方

法，该法重复性好，灵敏度高，回收率高，可用于不同

种类茶叶样品的测定．
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