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摘要：介绍一种简便的等度反相高效液相色谱分析茶多酚中5种儿茶素和咖啡因的快速方法。样品总的分析时间

在0.5h内。色谱柱为ResolveC8；流动相为水-体积分数为85％的磷酸水溶液-乙腈-N,N-二甲基甲酰胺(DMF)

(体积比为859:1:120:20)；柱温为43�;;紫外检测波长为280nm。研究了流动相中改良剂DMF与容量因子的关

系。被测组分的含量与其峰面积有良好的线性关系（r= 0.9992～�00.9999)；加标回收率在83.33%�1104.42%
(RSD在0.74％～1.43%)。

关键词：等度高效液相色谱法；儿茶素；咖啡因；茶多酚

中图分类号：O658 文献标识码：篈 文章编号：1000-8713(2001)03-0233-03

1 前言

儿茶素是良好的抗氧化剂，具有生物活性和诸

多药效（如抗肿瘤，抗诱变，预防龋齿等），因而儿茶

素已成为一类重要的食品添加剂和药物。

儿茶素是茶多酚的主要组分，其质量分数约占

茶多酚总量的90％左右，而茶多酚在干茶叶中的质

量分数达30％左右。茶叶的味道，绿茶的苦味和涩

味主要是由儿茶素引起的。目前研究茶叶中的儿茶

素的文章很多，魏泱等[]对此作了总结。在诸多文

章中高效液相色谱方法独 鳌头，但该法也存在一

些不能令人满意的地方，如一般采用复杂的流动相

组成或浓度梯度洗脱[2,3]，造成实验重复性差，实际
分析时间长等不足，给样品分析带来困难和不便。

我们建立了方便的等度反相高效液相色谱分析法，

使茶叶中的5种儿茶素和咖啡因在0.5h内完全分

离。另外，可通过控制和调节流动相来适应不同的

分析要求和不同来源的茶叶分析。

2 实验部分

2.1 仪器和主要试剂

LC-4A高效液相色谱仪、SPD-2AS紫外检测器

（日本岛津）,U6K进样阀(Waters),CSF-lA超声波

清洗器（上海超声仪器厂）。

乙腈、�,N-二甲基甲酰胺（DMF）和磷酸均为

AR级试剂；水（二次蒸馏），表没食子儿茶素 （—）－

epigallocatechin,EGC，纯度为98%,Sigma)，儿茶素
（＋）-techin,C，纯度为98%,Sigma)，表儿茶素

(--epicatechin,EC，纯度为99%,Acros)，表没食

子儿茶素没食子酸酯 （—）-epigallocatechin gallate,

EGCG，纯度为80%,Sigma)，表儿茶素没食子酸酯

（—-epicatechin gallate,ECG，纯度为98%,Sigma)
和咖啡因(caffeine,CAF,Sigma)。

2.2 色谱分析条件

色谱柱：Resolve C18(3.9mm i.d.�3300mm,5

μ蘭m,Waters);流动相：水-体积分数为85％的磷酸水
溶液-乙腈-DMF(体积比为859:1:120:20)，流速：

0.9mL/min；柱温:43℃；检测波长：280nm。

2.3 标准溶液的配制

标准样品价格昂贵，我们用酸性水（pH<4)配

成 10mL的标准溶液，内含 EGC,C,EC,EGCG,

ECG和CAF分别为0.5390mg,0.2145mg,

0.2134mg,0.1440mg,0.3113mg和0.0207mg。

2.4 样品溶液的制备

按文献[4]提取茶多酚。茶多酚用酸性水溶解

后经0.45μ蘭孔径的滤膜过滤，作为样品溶液。

3 结果与讨论

3.1 流动相的选择

在建立分析方法时，不仅要考虑标准儿茶素和

咖啡因的分离，还要考虑茶多酚中其他成分干扰待

测组分的问题。色谱柱选定后，流动相的选择就成

了关键问题。所选择的流动相应符合以下条件，即

儿茶素和咖啡因与茶多酚中其他组分的分离在合理

的时间内完成。为了达到这个目的，在诸多论文中

均采用复杂的流动相组成或浓度梯度洗脱[2,3]。初

看起来，采用那些方法分离样品，各组分的分离度和

样品的分析时间都很合适，但样品的实际分析时间
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却要增加1倍，甚至2倍以上。因为一个样品分析

完成后，必须用流动相冲洗色谱柱至平衡，这样就增

加了样品的实际分析时间。也有采用流动相等度洗

脱的，但效果不尽人意，或分离不理想[5]，或分析时
间太长[6]。在我们选择的流动相体系（水-磷酸-乙

腈）中加人改良剂DMF能收到意想不到的效果(图

1)，而且组分之间的分离可用加人DMF的量来调

节(见图2)。从图2看出，流动相中未加DMF时，

CAF,EC,EGCG不能分离；随着DMF的加入，咖啡

因首先与EC,EGCG；分离；当DMF达到一定量时，

EC,EGCG分离；但DMF不能无限增加，当DMF达

到一定比例时，咖啡因和C重合。因而，在实验中

可以很方便地利用加入流动相中DMF的量来调节

各组分间的分离，在各组分之间的分离度达到要求

的前提下，使样品分析在0.5h内完成。

3.2 线性回归方程和相关系数

分别取“2.3”节的标准溶液2.5L，5蘈L,10

μ,20L,40L和80蘈L进行分析。同一体积的

样品平行分析6次，取其平均值。以峰面积(Y）为

纵坐标，进样量X(g)为横坐标作图，线性回归处
理的结果如表1。

表1 线性回归方程和相关系数

3.3 样品分析
我们对按“2.4节方法提取的茶多酚进行了分

析，典型谱图如图3。

3.4 方法精密度和加标回收率

取含有5种儿茶素和咖啡因的样品进行测定，

用外标法定量，考察方法精密度和加标回收率，结果

见表2。

因缺乏其他儿茶素标准品，茶多酚的全面分析

有待进一步研究。
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Separation of Catechins and Caffeine in Tea Polyphenol by

Isocratic Elution High Performance Liquid Chromatography
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Abstract:The Catechins,particularly in green tea,have been found to possess anti-mutagenic and anti-

tumorigenic properties.As each catechin possesses distinct properties,a simple and rapid method that could be

used for analysis of individual Catechins in a complex mixture would be necessary.

A relatively simple and rapid method for simultaneous separation of five Catechins and caffeine in tea

polyphenol by isocratic elution high performance liquid chromatography has been developed.The analysis could

be finished within 30 min.They were measured using Resolve 8 column (at 43℃）and V detector (at 280

m),water-85% phosphoric acid aqueous solution-acetonitrile-dimethyl formamide (DMF)( 859：1：120：20,

V/V)as mobile phase.There was a good linear relationship between the content of component and its peak area

for catechins and caffeine,with the correlation coefficients of 0.9992-0.9999.The average recoveries（n=5)

were 83.33%-104.42%，and the relative standard deviations（n＝6) were 0.74%-1.43%．The effect of

concentration of DMF in mobile phase was studied.
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