
（三）流动相的不同pH对k'的影响如图1。由图

1可见，当pH 5.5时，组分的k'值基本不受pH的

影响；当pH 5.5时，k'值（VB2除外）均随pH的降

低而增加。其中k'值较大的VB1B6的变化尤为明
显，而VB2稍有相反趋势的变化。这说明流动相的
pH对该样品的分离起着重要的作用。我们可根据不

同的分离要求控制适宜的pH。

（四）流动相中微量三乙胺的变化对k'的影响

如图2所示。由图2可以看出，七种维生素的k'值均

随三乙胺量的增加而降低，其中VB2VB12最为显著。
另外，组分的流出顺序（与图1相比）也发生了较大

改变，VB1VB6的k'值大大提前（VB2� VB12则推迟），
同时拖尾现象明显改善。该结果进一步证实了在流

动相中加入三乙胺碱性调节剂，可以消除碱性物质

的拖尾现象(6)，特别对于含有叔胺结构的VB1更有明
显的作用。原因是流动相中加入三乙胺有消除固定

相表面残余SiOH基的吸附作用，从而使VB1VB6
碱性组分的吸附作用减少，流出加快，峰形改善。

（五）综上所述，对于多种水溶性维生素在

Lichrosorb RP-18柱上的分离而言，流动相体系以

甲醇-醋酸盐缓冲液加微量三乙胺较为理想。其中，

甲醇的量在 20-30 琀HAc-NaAc缓冲液的pH为

4.0 5.0(浓度 0.2mol/L)，三乙胺的量在 0.02

0.03%为宜。在该条件下，16分钟内可分离出七种

维生素(图3)。由此可见，在C18柱上甲醇-醋酸盐缓

冲液加微量三乙胺分离多种水溶性维生素是一种理

想的流动相体系，可以代替梯度洗脱或离子对色谱

法，这不仅降低了成本，而且也避免了操作上的麻烦

及重复性差给定量分析带来的困难。
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Improved Separation of Seven Water-Soluble

Vitamins on C18 Column with Methanol-Salts and

Micro Amount of Triethylamine as Eluent Zhao

Houmin,Zhou Xiaoping and Wang Peng,Physical

＆ Chemical Test Technique Institute of Jiangsu

Province,Nanjing,210002

The condition of simultaneous separation of vi-

tamins C,B1,B2,B6,B12nicotinic acid and nicoti-

namide by reversed-phase HPLC has been studied.

Relations of k'and various eluting agents were gi-

ven.A solution of methanol:0.2mol/L- HAc-

NaAc buffer solution (pH 4.55):triethylamine (25

:75:0.02) was used as mobile phase with column

temperature of 35 and UV-254nm detection.

高效液相色谱法测定茶叶中儿茶素组分的含量

熊凤麒 袁吕江 吕才有
（西南农业大学中心实验室，重庆，630716 （西南农业大学食品学系，630716）

儿茶素属于黄烷醇类化合物，在茶叶中含量较

高。现代科学研究已证明儿茶素类物质除了具有直

接的抗衰老作用外，还有诸多的保健作用：(1)可抑

制亚硝酸胺的形成，亚硝酸胺被认为是一种强致癌

物质；(2)能降低血浆中的总胆固醇 (3)有良好的抑

菌效果和较强的抗氧化活性，其抗氧化效果优于维

生素E；(4)具有抗辐射和抗癌作用。对于儿茶素的

测定方法的研究，国外特别是日本较多(-)。现已从

过去使用的纸色谱法、薄层色谱法转为气相色谱法

和高效液相色谱法()。但国内对儿茶素组分的测定

方法还未见报道()。本文采用反相液相色谱法测定

了不同茶叶中儿茶素组分的含量，该方法分离效果

令人满意，重现性及回收率均好。

实验部分

（一）仪器的色谱条件

1．液相色谱仪 Waters公司产品。



2色谱 柱 Bondapak C18 3.9mm i.d.

300mm。

3流动相 乙酸 ：甲醇 ：N,N-二甲基甲酰胺

：水＝2：3：35：160；流量梯度洗脱：0-16min为

1.5ml/min；16min以后逐渐增至 2ml/min；检测波

长 280nm；色谱分析时间为46min。5种儿茶素按L-

EGC(L-（－）-表没食子儿茶素)D-C(S-（＋）-儿茶

素）、L-EC(L-（－）-表儿茶素）L-EGCG(L-（－）-表

没食子基儿茶素没食子酸酯)L-ECG(L-（－）-表儿

茶表没食子酸酯）的顺序出峰。

（二）试剂

丙酮、正戊烷、三氯甲烷、95％乙醇、甲醇、乙酸、

N,N-二甲基甲酰胺等，所有试剂均为分析纯。
（三）标准溶液的配制

准确称取5种儿茶素组分标样（由日本三井农

林株式会社食品综合研究所提供）各0.0100g于同

－10ml棕色容量瓶中，用95%的乙醇定容至刻度，

此溶液用纯水经不同程度稀释后制作标准曲线。

（四）样品处理过程

准确称取 1.0000茶样于烧杯中，加 80％的丙

酮水溶液 90ml浸泡 24小时，过滤，滤液用80％的

丙酮水溶液定容至100ml。取该溶液50ml于250ml

分液漏斗中，加入 50ml正戊烷，振摇萃取，弃去上层

正戊烷，下层液加50ml氯仿，振摇萃取后弃去下层

氯仿。上层溶液减压蒸发除去丙酮后用水定容至

25ml。离心后取上清液30l注入HPLC仪，用外标

法测定儿茶素组分的含量。

结果与讨论

（一）茶样经 80%的丙酮水溶液浸泡 24小时

后，除儿茶素外，叶绿素、咖啡碱等皆被提取。这些物

质的存在对儿茶素的检出会有干扰。加正戊烷萃取

时，可除去叶绿素的干扰；加氯仿萃取时，可除去咖

啡碱的干扰。

表1 不同提取方法对儿茶素测定结果的影响

（二）本试验选用固定相为 Bondapak C18流动

相为乙酸-甲醇-N,N-二甲基甲酰胺-水的反相色谱

系统，采取梯度洗脱，在此条件下样品中的儿茶素组

分峰能与杂质峰较好的分开(图 12)，色谱分析时

间为46分钟。

（三）茶样中的儿茶素可直接用沸水提取后上机

分析，此法不但简单易行，而且代表了平时饮茶茶汤

中儿茶素的含量，可真实地反映茶叶中儿茶素对人

体的药理保健功能及价值。但沸水提取法对茶叶中

儿茶素的提取不完全，约有儿茶素全量的40％左右

不能被浸提出来(见表1)，故沸水提取法不能用作

茶叶中儿茶素的全量分析。

（四）我们同时用纸色谱法分析了这几个样品，

纸色谱法时间长（30 40小时），灵敏度低，准确性

差，且分析手段繁琐。

（五）以儿茶素组分标样的进样量对峰面积作

图，以进样量为横坐标，峰面积为纵坐标，经直线回

归，线性关系良好(见表2)。

（六）向茶样中添加儿茶素组分标样后测定其回

收率，结果见表2。



表2 峰面积＊与进样量的线性关系

表3 添加儿茶素组分标样后的回收率

表4 不同茶样中儿茶素组分的含量

(mg/g5次测定平均结果) 
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Determination of Catechin in Tea Products by

High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

Xiong Fenggi,Yuan L jang and L Caio,

Southwest Agricultural University,Chongqing,

630716

This paper describes an HPLC method for de-

termining L-EGC、D-C、L-EC、L-EGCG、L-EGC

in tea products.The operation conditions were： -

Bondapak C18 column,Acetic acid：methanol：N,



N-dimethylformamide:water23:3:6) as

mobile phase,1.5ml/min flow rate in the first  six-

teen minutes,then 2ml/min and UV-280nm detec-

tor. The coefficients of variation were less than

5%，and the recoveries were more than 90%.

高效液相色谱法测定赤霉素A3的含量

张 政 张 强* 王转花
（山西大学分析测试中心，* 分子科学研究所，太原,030006）

赤霉素(Gibberellins)是一族重要的植物生长调

节剂，各种同系物中以赤霉素A3的生理活性为最

强，农用赤霉素质量的高低也以A3的含量来确定。

现通用的荧光比色法只能测定赤霉素各组分的总含

量()不能检测出各有效组分，特别是对其主要成分

A3的含量不能准确测定。本文用C18径向加压短柱

和甲醇�- -水溶剂系统对山西交城制药厂等厂家生产

的农用赤霉素进行了测定，得到较为满意的结果。本

法可用于农用赤霉素中主要成分 A3含量的测定。

实验部分

（一）仪器与试剂 Waters液相色谱仪，包括

510泵、M441紫外检测器、730数据处理机、U6K进

样器。甲醇，液相色谱用溶剂，黄岩化学试剂厂产；乙

酸，分析纯；赤霉素A3标准品，Sigma产品；农用赤

霉素，上海十八制药厂、山西交城制药厂产品。

（二）色谱条件 Radial-Pak C18径向加压柱，

10cm 8mm涣流动相：甲醇 ：水（1％乙酸）=34：

66；流速：2m1/min；检测波长：254nm(2)；柱温 30 ；

纸速：5mm/min�

（三）标准溶液 1．精确称取赤霉素标准品

100mg，用甲醇溶解并定容至 50ml配成 0.lmg/ml

至2.0mg/ml的标准溶液。2.称取农用赤霉素结晶

粉100mg，用甲醇溶解并定容至50ml，经0.45m

Millipore微 孔 滤膜 过滤 后配 成 0.1mg/ml至

2.0mg/ml的样品溶液。

结果与讨论

（一）以甲醇-水为流动相时，色谱峰型不好，拖

尾程度较严重。加入甲酸、乙酸、磷酸后可使峰型得

到改善(3)。经对比试验，当甲醇：水(1％乙酸)=34

：66时可获得理想的色谱图(图1)，赤霉素A3组分

的保留时间为5.30min。

（二）取赤霉素A3系列标准溶液，各进样5l，以

进样量（g）对峰面积(V� sec)作图，线性关系良

好，相关系数 =0.9984，回归方程为Y=1.095

107X-2.668 105(n＝10)。

（三）在样品溶液中加入已知量的标样溶液测定

其回收率，结果见表1。

表1 回收率测定结果 (n=5)

（四）对同一样品A3含量重复7次测定，检验方

法的精密度，结果X=82.64%,SD=1.33,CV=

1.8重现性较好。

（五）用反相HPLC方法可将农用赤霉素各组

分较好地分开。由于缺少其它组分的标准品，未能确

定其它组分的类型，但不影响对主要组分A3含量测

定。Radial-Pak C18径向加压短柱具有流速较快，出

峰迅速的优点。但其柱效较低，连续工作时需用流动

相每日洗柱 1到2次，每次 30min，以保证分离效

果。样品不纯时，每进样60至80次应更换Guard-

Pak预柱，以延长柱使用寿命。赤霉素具有生理活

性，在溶液状态下不稳定，样品应现用现配，一次测


