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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００５％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

１１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；０４５μｍ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０４５μｍ微孔滤膜过滤．
１２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
ＤｒＥｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒＧｍｂＨ公司．
１３标准溶液的配制

称取ＥＧＣ１０２ｍｇ，ＥＣ１０１ｍｇ，ＥＣＧ１００ｍｇ，



ＥＧＣＧ１３３ｍｇ，Ｃａｆｆｅｉｎｅ１６７ｍｇ，葛根素１２０ｍｇ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００５，０１，０２，０５，
０８，１０，２０，５０，７０，１００ｍＬ加入到１０ｍＬ的容
量瓶中定容到刻度线，再分别加入葛根素０５ｍＬ，
作为混合标准的工作溶液．
１４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０１０ｇ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１０ｍＬ到１０ｍＬ的容量瓶，定容至刻度线，
然后加入０５ｍＬ的葛根素摇匀待用，取出约１ｍＬ
至样品瓶待测．
１５色谱条件

色谱柱：ＬｉｃｈｒｏｓｐｈｅｒＣ１８（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，５
μｍ）；流动相为 Ａ：水—三氟乙酸（体积比为１００∶
００５），Ｂ：甲醇；流速：１０ｍＬ／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

２１试验条件的优化
２１１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．
２１２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—
００５％三氟乙酸水溶液；３）甲醇—００５％乙酸水溶
液；４）乙腈—水；５）乙腈—００５％乙酸水溶液；６）乙
腈—００５％三氟乙酸水溶液 ６种不同的流动相体
系，结果表明，甲醇—００５％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
２１３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．
２２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 １９２４ ００３７７～４２ Ｙ＝０００６１Ｘ＋０１８７２ ０９９７ ３７７ ０７５ １１８
ＣＡＦ ２５５３ ００１０３～１２ Ｙ＝００８３９Ｘ＋００２５７ ０９９７ １０３ ０９５ ２８０
ＥＧＣＧ ２８３８ ００１０２～４２ Ｙ＝００３５６Ｘ－０００２８ ０９９８ １０２ ０８０ ２７８
ＥＣ ３１８３ ０００７８～１２ Ｙ＝００１５９Ｘ－０００７５ ０９９８ ７８ ０９０ ２６７
ＥＣＧ ４０４３ ０００７７～１１ Ｙ＝００３８１Ｘ－００１２３ ０９９８ ７７ ０９５ ２９２

ＰＵＥＲＡＲＩＮ ３３８３ ０９０ ２６７

　　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＞０９９７）．
２３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．
２４方法学考察
２４１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．
２４２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 １９３８ ２５６２ ２８５９ ３２２２ ４０９５ ３３９８

２ １９３７ ２５６２ ２８５８ ３２０４ ４０５４ ３３６６

３ １９１４ ２５２２ ２８０８ ３１６０ ４０３３ ３３８８

４ １９１９ ２５３４ ２８１２ ３１４７ ４０００ ３３９２

５ １９０２ ２５９１ ２８５１ ３１７０ ４００２ ３３８６

６ １９３４ ２５４８ ２８４２ ３１９６ ４０７２ ３３６６

平均值 １９２４ ２５５０ ２８３８ ３１８３ ４０４３ ３３８３

ＲＳＤ／％ ０７５３ ０９５１ ０８０３ ０９００ ０９４６ ０３９８

表４　吸收面积精密度实验

编号 ＥＧＣ ＣＡＦ ＥＧＣＧ ＥＣ ＥＣＧ ＰＵＥＲＡＲＩＮ

１ ６２５ ３４０２ ２１５２ ６７７ １７７０ ７３９６

２ ６３７ ３５２２ ２２６６ ７１３ １８７０ ７７４０

３ ６１２ ３４３０ ２２２０ ７２５ １７５６ ７５６０

４ ６２２ ３５０４ ２２０２ ６８３ １８４６ ７８７０

５ ６４４ ３６７８ ２２９１ ７００ １８２０ ７８００

６ ６２５ ３４６３ ２１３４ ６８７ １８８８ ７６２３

平均值 ６２７５ ３４９９ ２２１１ ６９７５ １８２５ ７６６５

ＲＳＤ／％ １８１ ２８０ ２７９ ２６８ ２９３ ２２７

２４３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４５％（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 １９０６ ２４６７ ２７１０ ３０５４ ３１８６ ３９４６

２ １８８２ ２４７２ ２７３１ ３０５３ ３１６８ ３８７７

３ １９８３ ２５５２ ２８５２ ３２０６ ３３９２ ４０８８

４ １９７８ ２５６２ ２８６３ ３２３８ ３４２９ ４１３１

５ １９６８ ２５５９ ２８６３ ３２２８ ３４１８ ４１０７

６ １９７８ ２５６０ ２８４７ ３２０５ ３３８９ ４０８６

平均 １９４９ ２５２９ ２８１１ ３１６４ ３３３０ ４０３９

ＲＳＤ／％ １４６ １５３ ２３６ ２８９ ３９９ ３４２

表６　儿茶素及咖啡因含量

编号 ＥＧＣ／％ ＣＡＦ／％ ＥＧＣＧ／％ ＥＣ／％ ＥＣＧ／％

１ ２６７７ ４２３１ １０４３ ３１６２ ７８６７

２ ２６５５ ４０２１ １０１４ ２９７６ ７８７０

３ ２７１０ ４０９３ １０１３ ２８０４ ７６０２

４ ２６８９ ４３７５ １０７９ ２９８０ ８１５５

５ ２６８０ ４３４０ １０８５ ２８４６ ８１４４

６ ２６８６ ４１３１ １０１６ ２８７６ ７６１９

平均 ２６８３ ４１９９ １０４２ ２９４１ ７８７６

ＲＳＤ／％ ０６７０ ３３６ ３１９ ４３９ ３０６

２４４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 １０７３ ９４２０ １９６１ ９７３２ ２６６０

ＣＡＦ １６７９ ２６００ ２０２５ １０４４ １０１９

ＥＧＣＧ ４１６７ ４１００ ４７７５ １０４３ ０９３２

ＥＣ １１７６ ３１１０ １４５３ ９７６９ ２９３２

ＥＣＧ ３１５１ ３０７０ ３５５９ １０２９ ０８３２

２５实际样品测定结果
２５１２６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 ２６８０ ４２３ １０４ ３１６ ７８７ ２４１
００２ 江城明子山 ０６５３ ３９３ １１８ １２５ ５０８ １８８
００３ 东塔 ０５２１ ４８５ ４７７ １７１ ６７３ １３７
００４ 东塔 ０３９１ ４６４ ２９８ ０８１５ ６３８ １０６
００５ 无量山 ０７４６ ３５６ ６３６ １８７ ５４４ １４４
００６ 普宁茶厂 ０４６９ ３３４ ５６５ ０４７６ ３４９ １０１
００７ 普洱（熟茶） ００８０ ２６８ ０３７４ ０３３２ ０２９０ １０８
００８ 普洱（熟茶） ００８９ ２４８ ０５７２ ００４７ ０２５６０９６４
００９ 普洱（熟茶） ０３８９ ２６３ ７７２ ２７１ ５６５ １６５
０１０ 紫芽 ００４１ ２２２ ０５６８ ００４７ ０９７１ １６３
０１１ 台地 ００７０ ３９８ ３８４ １６５ ６９３ １２５
０１２ 东塔 ００６９ ４４９ ２７０ ０７６１ ６２１ ９７３
０１３ 太达老凤寨 ００４１ ３４７ ３３７ １８０ ２９８ ８２０
０１４ 因远 ００４１ １９９ １５０ ０７２２ ２４３ ４７０
０１５ 因远 ００４１ ３６７ ６４４ １４３ ５２９ １３２
０１６ 沅桥 ００５９ ２１４ ２９４ １１４ ３０６ ７１９
０１７ 东塔 ００７１ ２１９ ５３３ １１０ ５３５ １１８
０１８ 百年乔树茶 ００４１ ３４７ ２０４ １５１ ４３１ ７９１
０１９ 太达老凤寨 ００４１ ５２９ ４７９ ０９４６ ２１９ ７９７
０２０ 百年乔树茶 ００４１ ２７８ １３２ １１２ ３６８ ６１５
０２１ 太达老凤寨 ００４１ ４８７ ７１３ １３２ ２８１ １１３
０２２ 白口茶 ００４１ ０９６６ １１３ ０９５０ ２６１ ４７３
０２３ 苦聪山老茶 ００７８ １７７ ３９４ １６６ ３０３ ８７０
０２４ 无量山春茶 ００６６ ２４１ ４９７ １３２ ４３６ １０７
０２５ 大渡岗 ００４１ ３８２ ３５８ １０１ ４２０ ８８４
０２６ 普洱 ００９６ ３４０ ７６８ ０６１３ １８７ １０３

２５２２６个茶叶样品的聚类分析
采用ＳＰＳＳ１３０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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