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绿茶、红茶和咖啡中几种功能成分的分离鉴定
及抗氧化性能的比较 

郭安南 
（宁波大学 生命科学与生物工程学院, 浙江 宁波 315211） 

摘要: 用高效液相色谱-质谱联用分析法(HPLC/MS)分离鉴定了绿茶、红茶和咖啡中的主要活性
化合物, 如酚类(儿茶素、绿原酸等)、生物碱类(咖啡因等), 并对上述饮品中的咖啡因含量进行了
定量分析. 实验表明: 进样量 20 µL, 流速 200 µL·min-1条件下, 用流动相乙腈/0.1%三氟乙酸进行
梯度洗脱, 能有效分离相关组分; 各饮品中咖啡因的含量依次为绿茶＞咖啡＞红茶. 同时用 TEAC
法测定和比较了各饮料样品的总抗氧化能力.  
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酚类化合物作为由植物合成的二级代谢产物, 
广泛存在于植物中. 植物酚类是一个庞大而多样
的群体, 有肉桂酸类(Cinnamic Acids)、安息香酸类
(Benzoic Acids)、类黄酮化合物(Flavonoids)、原花
色素 (Proanthocyanidins)、二苯乙烯类 (Stilbenes), 
香豆素类(Coumarins)[1]. 植物酚类由于结构的供氢
能力, 有很强抗氧化性, 有助于减少诸多慢性病的
发生, 如心血管疾病、癌症等[2]. 茶(Camellia sinen- 
sis)是全世界消费最多的饮料, 研究表明茶叶有抗
癌功效, 能抑制高胆固醇、心血管等疾病[3]. 茶叶
中主要活性物质是茶多酚(Tea Polyphenols), 茶多
酚中最重要的成分是儿茶素类, 它包括黄烷醇类
(C、EC、ECG、EGC、GC、EGCG等)、其他类黄
酮(黄酮醇类、黄酮化合物等)、简单多酚类化合物
(如没食子酸、肉桂酸、奎宁酸酯类等)、原花色素
类及单宁等[3-4]. 红茶较之绿茶为全发酵茶, 多酚
类物质产生较为深刻的酶性氧化, 形成多酚类的
氧化产物茶黄素和茶红素等. 除多酚类物质, 茶叶
中还含有嘌呤生物碱类化合物, 其中比较多的是
咖啡因, 还有可可碱和茶碱. 咖啡是采用经过烘焙
的咖啡豆(咖啡属植物 Coffea arabica 或 Coffea 
robusta 的种子)制作的饮料. 生咖啡豆里主要含有

生物碱(咖啡因、可可碱和茶碱) 、酚类(绿原酸(即
5-o-咖啡酰奎宁酸, 5-CQA)、原花色素等)等主要活
性物质[5]. 冲煮的咖啡经过了麦拉德反应, 产生了
其他衍生物, 如咖啡酸、阿魏酸、p-香豆酸、阿魏
酰奎宁酸(Feruloylquinic Acid, FQA)、二咖啡酰奎
宁酸(Dicaffeoy1quinic Acid, diCQA)等, 但是, 在
咖啡中没有儿茶素类多酚类物质[6].  

研究表明, 高效液相色谱能够有效分离酚类
化合物. Bravo Laura等人[7-10]对茶饮料进行了高效

液相色谱分析, Casal S 等人[6,9,11]用高效液相色谱

分析了咖啡中的活性化合物, 而且还进行了高效
液相色谱和毛细管电泳分离方法的比较. 笔者使
用反相高效液相色谱对绿茶、红茶和咖啡中的活性

物质, 主要是具有抗氧化性的化合物进行分离鉴
定, 找到合适的色谱参数条件; 并通过测定这几种
饮料的抗氧化值, 得到植物饮料之间的抗氧化性
能强弱比较.  

1 材料与方法 

1.1 材料 
试剂除了用于高效液相色谱(HPLC)流动相的

有机溶剂是色谱纯, 其他试剂均为分析纯. 绿茶、
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红茶(Sri Lanka牌)和咖啡(100% Arabica Columbia
速溶咖啡)均是市售产品.  
1.2 方法 
1.2.1 样品制备 

样品经过如下处理得到测试样: 称取 0.5 g 茶
叶或咖啡浸入或溶于 25 mL沸腾的水中, 3 min过滤, 
得到的水溶液再稀释 10倍或 20倍.  
1.2.2 高效液相色谱 

高效液相色谱部分: Surveyor 系统(Thermo- 
Electron, Courtaboeuf, France), C18反相色谱柱(EC 
250/2 Nucleodur sphinx RP, 5 µm, 2.1 mm×250 mm, 
Macherey-Nagel, Hoerdt, Fr). 质谱检测仪部分 : 
LCQ Advantage设备(ThermoElectron, Courtaboeuf, 
France), 采用电喷雾电离(ESI)技术, Xcalibur 软件
分析处理获得的数据.  
1.2.3 总抗氧化能力的测定 

一个体系内的各种抗氧化大分子、抗氧化小分

子和酶的总水平即体现了该体系内的总抗氧化能

力. 茶、咖啡等饮料中都含有具有抗氧化作用的酚
类成分, 所以测定总抗氧化能力, 就可对各体系的
抗氧化性能进行比较[12]. 总抗氧化能力采用 TEAC 
(Trolox Equivalent Antioxidant Capacity)测定, 由于
Trolox是一种维生素 E的类似物, 具有和维生素 E
相近的抗氧化能力, 因此被选择作为标准抗氧化
剂. 然后选择一种有发色基团的自由基DPPH作为
活性氧, 由于 DPPH自由基有单电子, 在 517 nm处
有强吸收, 其醇溶液呈紫色, 在抗氧化物存在时, 
DPPH•+的产生会被抑制, 在 517 nm测定DPPH•+的

可见光吸光度, 即可测定并计算出样品总抗氧化
能力值. 另外, 带有颜色的样品对于此方法的测试
效果有一定影响, 所以需对测得的吸光度的光谱
图进行二阶导数的处理, 这样可很大程度上消除
这些影响. 方法使用紫外可见分光光度计 PHILIPS 
PU 8740 UV/VIS, 用 Savitsky-Golay方式对所得吸
光度值作二阶导数处理, 连接的输出图谱的打印
机是 PHILIPS PU 4900/20.  

2 结果与分析 

2.1 HPLC/MS 分离鉴定 
用等度洗脱和梯度洗脱 2 种方式对待测样品

进行了分离, 结果显示: 2 种方式均能使各组分分

离, 而且等度洗脱用时较短, 大概是梯度洗脱的一
半. 但从分离效果看, 梯度洗脱更好, 能够识别出
更多的组分. 参数条件: 进样量 20 µL, 流动相流
速 200 µL·min-1, 紫外检测波长 254 nm, 梯度洗脱
中流动相由A和B组成; 流动相A: 乙腈/0.1%三氟
乙酸=90/10, 流动相 B: 乙腈/0.1%三氟乙酸=10/90, 
流动相分配见表 1.  

表 1  HPLC梯度洗脱流动相随时间的分配 

时间/min A / (v/v) B / (v/v) 

0~10 100 0 

10~40 100~70 0~30 

40~60 70 30 

60~65 70~30 30~70 

根据各化合物的结构特点可以分析出化合物

分离洗脱的先后顺序, 即保留时间的大小. 它们的
保留时间取决于它们分子结构的疏水性. 没食子
酸(GA)和没食子酰奎宁酸(5-GQA)亲水性最强, 所
以最先流出色谱柱. 在儿茶素类化合物中, 同分异
构体没食子儿茶素(GC)和表没食子儿茶素(EGC)
在 B 环有 3 个羟基-OH, 相对疏水性小, 先分离; 
接着在 B环有 2个羟基的同分异构体儿茶素(C)和
表儿茶素(EC)被洗脱; 而表没食子儿茶素没食子
酸酯(EGCG)和表儿茶素没食子酸酯(ECG)是多了
一个酚环的酯类, 因为化合为酯而少了 1 个羟基, 
所以疏水性最强, 因而较晚被洗脱.  
分离出的化合物用质谱仪检测出相对分子质

量, 并且结合以往文献记载[7-11,13-25], 鉴定出化合
物的结构.  
2.1.1 绿茶和红茶 

在优化的梯度洗脱的参数条件下, 获得了茶
饮料的色谱图, 并对各成分进行质谱等分析. 色谱 

图 1  绿茶的 HPLC色谱图 



 
20 宁波大学学报（理工版） 2011  

 

 
图 2  红茶的 HPLC色谱图 

图如图 1和图 2所示, 成分鉴定见表 2. 
2.1.2 咖啡 

在优化的梯度洗脱的参数条件下, 获得的咖
啡的色谱图如图 3所示, 成分分析见表 3. 
2.1.3 咖啡因的定量分析 

用高效液相色谱还可以对各可检出化合物进

行定量测定. 茶和咖啡中咖啡因的含量都很高, 用
加标测定法可以得到样品中咖啡因的含量. 即取
几个相同量的样品, 分别加入不同量且呈一定梯
度的纯咖啡因标准溶液, 用流动相稀释到同样体
积. 以加入的咖啡因的浓度(x)和色谱峰面积(y)做
标准曲线, 当 0y = 时, x值的绝对值即为样品中
咖啡因的含量. 相关数据见表 4. 
用加标测定法得到绿茶、红茶和咖啡的标准曲

线分别如下:  

 
图 3  咖啡的 HPLC色谱图 

表 3  咖啡的 HPLC成分鉴定 

峰序号 咖啡组分名称 分子式 保留时间/min

1 烟酸 C6H4NO2
-  

2 葫芦巴碱 C7H7NO2  4.01 

3 3-O-阿魏酰奎宁酸 C17H20O9 11.14 

4 绿原酸  C16H18O9 14.29 

5 咖啡酸 C9H8O4 15.20 

6 咖啡因 C8H10N4O2 15.78 

7 p-香豆酸 C9H8O3 20.66 

8 阿魏酸 C10H10O4 21.75 

9 5-O-阿魏酰奎宁酸 C17H20O9 27.27 

10 3,4-di-O-咖啡奎宁酸 C25H24O12 34~38 

11 3,5-O-二咖啡酰奎宁酸 C25H24O12 34~38 

12 4,5-O-二咖啡酰奎宁酸 C25H24O12 34~38 

表 2  茶饮料的 HPLC成分鉴定 

峰序号 茶组分名称 分子式 相对分子质量 绿茶保留时间/min 红茶保留时间/min

1 没食子酸 C7H6O5 170 4.20 3.96 

2 5-没食子酰奎宁酸 C14H16O10 344 4.69 4.5 

3 没食子儿茶素 C15H14O7 306.3 5.30 5 

4 可可碱 C7H8N4O2 180 5.57 5.28 

5 新绿原酸 C16H18O9 354 7.40 7.0 

6 表没食子儿茶素 C15H14O7 306.3 9.44 8.8 

7 儿茶素 C15H14O6 290.3 11.44 10.8 

8 绿原酸 C16H18O9 354 12.50 11.7 

9 咖啡因 C8H10N4O2 194.2 13.44 12.77 

10 表儿茶素 C15H14O6 290.3 20.46 19.70 

11 表没食子儿茶素没食子酸酯 C22H18O11 458.4 23.12 22.54 

12 4-O-p-香豆酰奎宁酸 C16H18O8 338 24.82 24.3 

13 表儿茶素没食子酸酯 C22H18O10 442.4 30.24 29.86 
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21.902 63.78, 0.9857y x R= + = , 
21.583 37.74, 0.9592y x R= + = , 
21.972 49.44, 0.998y x R= + = . 

用这种方法, 测得绿茶中咖啡因含量最高, 为
0.67 mg·mL-1, 咖啡中咖啡因的含量次之, 为 0.502 
mg·mL-1, 红茶中含量最少, 为 0.476 mg·mL-1.  
2.2 TEAC 值的测定 
按表 5配制 Trolox 系列标准溶液和待测样品, 

依次测定吸光度, 并且用 Savitsky-Golay 分析方法
对数据进行二阶导数处理(图 4). 得到的二阶导数
值先进行样品的抑制率计算, 公式如下: 
抑制率 0 0[( ) / ] 100XS S S= − × %,  

其中, 0S 是浓度为 0 μmol·L-1的 Trolox吸光度的二
阶导数值; XS 是浓度为 0~100 μmo·L-1的 Trolox和
待测样品的各吸光度的二阶导数值. 以不同浓度
(0~100 μmol/L)的 Trolox(x)与抑制率(y)做标准曲线, 
根据所得标准曲线方程: 

20.8459 9.412, 0.9478y x R= − = ,  
计算得到样品绿茶的 TEAC值为 63.6 μmol·L-1, 咖
啡TEAC值为37.8μmol·L-1, 红茶的TEAC值为35.2 
μmol·L-1. 所以样品中总抗氧化能力最强的是绿茶, 
其次是咖啡, 红茶的总抗氧化能力最小.  
总之, 在绿茶、红茶中主要的抗氧化物质是黄

烷醇类(Flavan-3-ols), 其中含量最多的是儿茶素类,   

 

 
图 4  标准溶液和饮料样品的吸收光谱的二阶导数图 

尤其是 EGCG. 在咖啡中主要起抗氧化作用的是酚
酸类, 如绿原酸(5-CQA)、新绿原酸(3-CQA)、阿魏
酰奎宁酸(3-FQA)、二咖啡酰奎宁酸(3,4-diCQA)等. 
比较抗氧化性能得到, 几种饮料总抗氧化能力的
强弱顺序是: 绿茶＞咖啡＞红茶.  
用毛细管电泳分析法也能对这些饮料进行分

离鉴定[26-31], 而且由于分离机理的不同, 可以较快
的得到在液相色谱中保留时间比较长的物质, 如
茶氨酸(Theanine)、茶黄素(Theaflavin)等, 所以结合
多种分析手段是必不可少的. 除茶、咖啡以外, 红、
白葡萄酒、葡萄汁、啤酒等植物性饮料都可以用这

些方法进行鉴定分析[32-33], 找到一些相同、相似结
构和特有结构的活性物质, 开发这些天然功效化合

表 4  样品中咖啡因含量的加标测定法方法 

色谱图峰面积 
样品加入量/mL 

50 mg·L-1标准咖啡 
因溶液加入量/mL 

加入的咖啡因浓度/

(×10-6) 绿茶 红茶 咖啡 

0.5 0 0 62.8 32.2 48 

0.5 2 10 81.0 57.2 70 

0.5 4 20 104.0 73.0 90.9 

0.5 6 30 125.8 89.3 107.8 

0.5 8 40 135.5 95.3 127.7 

表 5  Trolox系列标准溶液 E0~E4和待测样品的配制 

 空白 E0 E1 E2 E3 E4 绿茶 红茶 咖啡 

初制备的饮料样品/μL - - - - - - 200 200 200

5×10-4 mol·L-1 Trolox溶液/μL 0 0 100 200 300 400 - - - 

无水乙醇/μL 400 200 100 0 0 0 0 0 0

0.1mol·L-1 Tris-HCl缓冲溶液/μL 1 600 800 800 800 700 600 800 800 800

5×10-4 mol·L-1 DPPH溶液/μL 0 1 000 1 000 1 000 1 000 1 000 1 000 1 000 1 000

Trolox的浓度/(μmol·L-1) 空白 0   25   50   75 100 - - - 
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物运用于不同领域, 如保健品、化妆品等将是努力
的方向.  
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Functional Components and Antioxidant Value in Green Tea, Black Tea and Coffee 

GUO An-nan 
( Faculty of Life Science and Biotechnology, Ningbo University, Ningbo 315211, China ) 

Abstract: The separation and identification of the main active compositions in the common beverages (green 
and black tea, coffee) are achieved for analyzing the antioxidant activities using HPLC/MS, including the 
phenolic compounds (Catechines, Chlorogenic acid, etc.), the purine alkaloids (Caffeine etc.). The caffeine level 
is analyzed quantitatively in these given beverages using HPLC. The chromatographic parameters are optimized. 
The sampling volume is 20 µL. The flow rate is 200 µL·min-1. The mobile phase of acetonitrile solution 0.1% 
trifluoro acetic acid is used to carry out gradient elution. The caffeine level found in these beverages can be 
placed in descending order as follows: green tea>coffee>black tea. Moreover, the antioxidant capacity is 
evaluated using the method of TEAC for comparing the overall antioxidant capacity among these common 
beverages. 
Key words: tea; polyphenol; chlorogenic acid; HPLC/MS; antioxidant capacity 
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