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茶叶及茶多酚中儿茶素的高效液相色谱分析方法研究
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摘要：筛选出 =7>?@A01 (BC 5#*和 D9@E/F C( 5#*两种适合同时分离茶叶和茶多酚中 ,种儿茶素和咖啡因的反相柱。
采用甲醇$水$醋酸（或三氟醋酸）作流动相，分别以等强度洗脱和梯度洗脱（均在 -" .0<内）分离测定了我国 ’种不
同产地茶叶样品和 -种茶多酚样品中 ,种儿茶素的含量。考察了 ,种儿茶素和咖啡因的保留值与流动相组成及
柱温的关系，优化了色谱条件及样品前处理方法。用电喷雾电离质谱（)CG$HC）定性确认没食子儿茶素没食子酸酯
（I5I）和儿茶素没食子酸酯（5I）两组分，并用高效液相色谱制备两对照品用于定量分析。
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! 前言

茶叶中儿茶素类化合物是茶叶中含量较丰富的

一类功能性活性成分，在新茶中的质量分数（以干叶

计）为 #!L M -!L［#］。由于具有广泛的保健和药理
功效以及较强的食品抗氧化特性［# M +］，茶叶中儿茶

素近年来已成为医药和食品研究领域的热点之一。

可用于儿茶素分析的方法有纸色谱（N5）［’］、薄
层色谱（O45）［,］、气相色谱（I5）［*，&］、高效液相色谱
（=N45）［#" M #’］、毛细管区带电泳（5D)）［#,］和胶束毛
细管电动色谱（H)P5）［#*］等。其中 =N45 法较为
简便、准确。文献报道的 =N45方法一般均采用反
相色谱体系，流动相大多较复杂，一般由乙腈、二甲

基甲酰胺（BHQ）、乙酸乙酯（)K）和四氢呋喃
（O=Q）等两种以上有机溶剂与缓冲液组成，且同时
测定的儿茶素至多有 + 个：表没食子儿茶素（（ R）$
?>0S/119;/T?;80<，)I5），右旋儿茶素（（ U）$;/T?;80<，
B$5），表儿茶素（（ R）$?>0;/T?;80<，)5），表没食子儿
茶素没食子酸酯（（ R ）$?>0S/119;/T?;80< S/11/T?，
)I5I），表儿茶素没食子酸酯（（ R）$?>0;/T?;80< S/1$
1/T?，)5I）［#" M #%］。有的分离效果不够理想，有的分

析时间太长。本文根据对 ,种尚未用于儿茶素分析
的反相色谱填料的试验筛选结果，确定在 (BC 和
D9@E/F C( 5#*两种选择性较好的反相柱上，采用甲

醇$水$醋酸（或三氟醋酸（OQK））作流动相，分别以
等强度洗脱和梯度洗脱分离了 , 种儿茶素和咖啡
因，分析时间较短（-" .0<内）。考察了 ,种儿茶素
和咖啡因的保留值与流动相组成的关系，优化了色

谱条件及样品前处理方法，并测定了我国 ’ 种品牌
和产地的茶叶样品及部分厂家生产的不同规格的茶

多酚产品中 ,种儿茶素的含量。定量所用没食子儿

茶素没食子酸酯（（ R）$S/119;/T?;80< S/11/T?，I5I）和
儿茶素没食子酸酯（（ R）$;/T?;80< S/11/T?，5I）两个
儿茶素对照品，用 =N45 自制，并用电喷雾电离质
谱（)CG$HC）定性。

" 实验部分

" # ! 试剂与材料
甲醇（色谱纯，淮阴汉邦科技有限公司）；醋酸

（=K;，分析纯，上海试剂一厂）；三氟醋酸（OQK，分
析纯，吴江市青云精细化工厂）；超纯水（无锡华晶微

电子公司）。儿茶素标准品：)I5，B$5，)5，)I5I
和 )5I，纯度均为 &*L（C0S./公司产品）。I5I和
5I为自制，纯度!&&L（=N45归一化法分析）。
茶叶样品：无锡毫茶（特级，无锡茶叶研究所）；

西湖龙井（特级，杭州龙坞精制茶厂）；碧螺春（二级，

苏州吴都碧螺春茶叶有限公司）；朗溪月芽（特级，安

徽十字铺茶厂）。乌龙茶（二级，福建安溪茶厂）；绍

兴老叶茶（生产茶多酚的原料，无锡世纪生物工程有

限公司）。

茶多酚样品：绿宝茶多酚!号（无锡绿宝天然添
加剂厂生产）；世纪茶多酚"号（无锡世纪生物工程
有限公司生产）；杭州茶多酚#号（杭州农业部茶叶
研究所提供）。

" # " 仪器及设备
高效液相色谱仪：=N#"+"和 V/T?@A ’"" W !%*,。

质谱仪：V/T?@A 45DHCB。冷冻干燥机（美国 5JX$
C)4!%）。旋转蒸发器（上海玻璃仪器二厂）。电子
恒温水浴锅（深圳国华仪器厂）。

" # $ 样品处理
" # $ # ! 茶叶样 准确称取 # S 左右的干茶叶样品
于 !+" .4烧杯中，倒入 !"" .4左右已煮沸的超纯
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水，并把烧杯保温于 !" #左右的热水浴中，每隔 $%
&搅拌一次，持续浸提 ’% ()*。取出烧杯，适当冷却
后用普通定性滤纸过滤，并用少量超纯水洗涤烧杯

和残渣 + , $ 次，过滤洗涤液，将滤液全部转入 +"%
(- 容量瓶中。待瓶内溶液完全冷至室温时，用水
定容至刻度，摇匀。取此茶浸提液 $ . %% (- 于 ’%
(-容量瓶中，用体积比为 /% 0 $% 0 % . %" 的 12$324
2+34567混合液稀释至刻度，过滤后通过 89:4:;<

1’=小柱，流出液用 % . "!( 微孔膜过滤后作 2>-1

分析。

! " # " ! 茶多酚样 准确称取 "% (? 左右样品于
’%% (-容量瓶中，用体积比为 ’ 0 ’ 的 12$3242+3
混合溶液溶解并定容至刻度，通过 89:4:;< 1’=小柱

处理后，再用 % . "!(微孔膜过滤，滤液供 2>-1分
析使用。

! " $ 色谱条件
（"）色谱柱：@ABC;D 8E 1’=（F . G (( )H I H J

+"% ((，"!(）。流动相：等强度洗脱为 12$324
2+34567（体积比为 +" 0 /" 0 % . %"）；梯度洗脱的流动

相 7 为甲醇，流动相 E 为体积分数为 % . %"K的

567水溶液，梯度程序为 ++K 7（F ()*） !
’’ ()*

F%K7（G ()*） !
F ()*

++K 7。7 的体积分数恒定在
++K（即处于初始状态）平衡 " ()*，以便下一次进
样。检测波长：+/= *(或 +’% *(；流速：’ (- L ()*；
柱温：$" #。
（#）色谱柱：2M:9B&)N EO8 1’=（+"% (( J F . G

(( )H I H，"!(）。流动相：12$3242+3427P（体积
比为 +G 0 /F 0 % . "）。其他条件同（"）。

# 结果与讨论

# " % 色谱条件的优化
# " % " % 柱系统的选择
以甲醇4水4醋酸（或三氟醋酸）作流动相，试验

了以下 /种品牌的反相色谱柱对茶叶中儿茶素及咖
啡因的分离效果：@ABC;D 3O8，-)PQBA&:Q9B 1’=，

8M((9RBM 1’=，2M:9B&)N EO8 1’=，@ABC;D 8E 1’=，

SAT;4:;< :Q9*MN及 8M((9RBM 8Q)9NI U> 1’=。结果

表明：2M:9B&)N EO8 1’=和 @ABC;D 8E 1’=两种填料的

分离选择性和分离度较好，其他填料不能同时分离

所有上述 /种儿茶素及咖啡因，总有少数或个别儿
茶素分离不开或峰形较差［’!］。图 ’、图 + 和图 $ 分
别是龙井茶样、碧螺春茶样及世纪茶多酚"号样品
在不同条件下的色谱图。

图 % 龙井茶样在 &’()*+ ,- .%/柱上的色谱分离图

0123 % .4(’5*6’2(*5 ’7 8’92:192 ;<* ’9
&’()*+ ,- .%/ =’>?59

VAC)N9 :Q;&9：(9RQ;*AN4W;R9B4RB)XNYABA ;P9R)P ;P)I（+" 0 /" 0
% . %"，! " !）；I9R9PR)A* W;T9N9*?RQ：+/= *(；XNAW B;R9：’ (- L ()*；
PANY(* R9(:9B;RYB9：$" # H

>9;< )I9*R)X)P;R)A*：’ H Z[1；+ H O41；$ H Z[1[；F H Z1；" H 176；
G H [1[；/ H Z1[H

图 ! 碧螺春茶样在 @AB<(C1> -D, .%/柱上的色谱分离图

0123 ! .4(’5*6’2(*5 ’7 -1>?’=4?9 ;<* ’9
@AB<(C1> -D, .%/ =’>?59

VAC)N9 :Q;&9：(9RQ;*AN4W;R9B4;P9R)P ;P)I（+G 0 /F 0 % . "，! " !）；
I9R9PR)A* W;T9N9*?RQ：+/= *(；XNAW B;R9：’ (- L ()*；PANY(* R9(4
:9B;RYB9：$" # H

>9;< )I9*R)X)P;R)A* )& RQ9 &;(9 ;& )* 6)? H ’ H

图 # 世纪茶多酚!号在 &’()*+ ,- .%/柱上分离的色谱图

0123 # .4(’5*6’2(*5 ’7 =*6<=419C 19 .<96?(A E(<<9
;<* F’>AB4<9’> ! ’9 &’()*+ ,- .%/ =’>?59

VAC)N9 :Q;&9：7，(9RQ;*AN，E，% . %"K RB)XNYABA ;P9R)P ;P)I &ANY4

R)A*；9NYR)A* :BAP9IYB9：++K 7（F ()*） !
’’ ()*

F%K 7（G ()*）

!
F ()*

++K7；I9R9PR)A* W;T9N9*?RQ：+’% *(.
>9;< )I9*R)X)P;R)A*：= H 1[；ARQ9B& ;B9 &;(9 ;& )* 6)? H ’ H

# " % " ! 流动相组成的优化
甲醇浓度的影响和选择 考察了 2M:9B&)N EO8

1’=和 @ABC;D 8E 1’=两个柱系统条件下，不同甲醇浓

度对儿茶素保留值及分离度的影响，其关系见图 F。
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!"#$%&’( )*+ ,-.柱上的关系图（略）的变化趋势与

图 /相似［-0］。结果显示：在两个柱系统中甲醇的最
佳比例均在 123左右，且儿茶素和咖啡因的容量因
子的对数与甲醇浓度之间均呈线性负相关［-0］。

图 ! 儿茶素在 "#$%&’ () *+,柱上的容量

因子与流动相中甲醇含量的关系

-./0 ! 122345 #2 6#7893 :$#:#$5.#; #2 935<&;#7 .; 9#%.73 :<&=3
#; 4&:&4.5> 2&45#$ #2 4&534<.;= #; "#$%&’ () *+, 4#789;

- 4 56,；1 4 *7,；8 4 56,6；/ 4 5,；2 4 ,9:；; 4 6,6；< 4 5,6；. 4 ,64

图 ? 儿茶素在 "#$%&’ () *+,柱上的容量因子与酸含量的关系

-./0 ? 122345 #2 6#7893 :$#:#$5.#; #2 &4.@ .; 9#%.73 :<&=3 #;
4&:&4.5> 2&45#$ #2 4&534<.;= #; "#$%&’ () *+, 4#789;

- 4 56,；1 4 *7,；8 4 56,6；/ 4 5,；2 4 ,9:；; 4 6,6；< 4 5,6；. 4 ,64

酸度的影响和选择 在所选择的最佳甲醇比例

条件下，考察了不加酸和加酸量不同（!9=，> ? -3 @
> ? <3；A:9，> ? >13 @ > ? -3）时对儿茶素的保留值
及分离度的影响，在 !"#$%&’( )*+ ,-.和 BC%DEF +)
,-.两个柱系统条件下的试验结果均表明：（-）流动
相中不加酸时，峰形较差；加酸后峰形变得较尖锐对

称，儿茶素的响应值显著增大，分离度也有所改善。

（1）流动相中加入一定量的酸（!9=，> ? -3；A:9，
> ? >-3）后，儿茶素上酚羟基的解离受到抑制，致使
保留值不同程度地有所增大，当酸度进一步增大时，

保留值变化不大，平缓减小（见图 2）。!"#$%&’( )*+
,-.柱上的关系图（略）的变化趋势与图 2 相似。这
可能是由于 !9=和 A:9浓度较大时会干扰儿茶素
的“双保留”，竞争参与“疏溶剂效应”和“亲硅羟基效

应”［1>］。另外，咖啡因的结构与儿茶素不同，带有碱

性，它的保留值受酸度影响的趋势与儿茶素却相似，

这可能是因为：有了一定的酸度，咖啡因即可在一定

程度上与 !9=或 A:9 形成离子对，因而保留值有
所增加；当酸度进一步增大时，由于咖啡因的亲硅羟

基效应显著削弱甚至消失，故 !G值逐渐变小。（8）为
使儿茶素的峰形较好，流动相中应加入一定量的酸。

酸度可选择为：在 BC%DEF +) ,-.柱上用体积分数为

> ? >23的 A:9，在 !"#$%&’( )*+ ,-.柱上用体积分数

为 > ? 23的 !9=。
曾试验比较了 !9=和 A:9两种酸在同一根柱

上对儿茶素的选择性和分离度的影响，结果是：两者

没有大的区别，在一定的酸度条件下，两种酸可以互

相取代使用。

洗脱方式 儿茶素在 !"#$%&’( )*+ ,-.柱上的

分析时间较短，等强度洗脱即可。在 BC%DEF +) ,-.

柱上等强度洗脱时间较长（见图 -），为此，摸索出较
理想的梯度洗脱条件（见“1 ? /”节（!）），各组分的谱
峰间距更均匀合适，分析时间缩短，且峰形更好（见

图 8）。
A B + B A 柱温
在两种色谱柱系统中，分别试验了柱温对儿茶

素和咖啡因的保留值的影响，结果表明：随着柱温的

升高，在两种柱上儿茶素和咖啡因的容量因子都显

著减小。兼顾分离度和分析时间，柱温均宜选为 82
H @ /> H［-0］。
A B + B ! 检测波长
儿茶素在 1-> IJ 左右和 1<> IJ @ 1.> IJ 有

两个最大吸收，且 1-> IJ 处的检测灵敏度大大高
于 1<. IJ处的检测灵敏度，但梯度洗脱时，在 1->
IJ检测时基线漂移较明显［-0］。因此根据不同情况
可分别采用检测波长为 1-> IJ 或 1<. IJ，或者两
个波长同时检测。

A B C 色谱峰的定性
本文对儿茶素色谱峰的定性，主要根据对照品

的保留时间或结合紫外光谱图对照定性。对于

6,6和 ,6两个儿茶素的色谱峰，因缺少 +’KJE标
准品难以确认，为此，以茶多酚为原料，用 !LM,分
离收集了多个未知峰组分，分别作电喷雾电离质谱

（5+N7O+）分析［-0］。证实图 8 中的 ; 号和 . 号色谱
峰分别为 6,6和 ,6（6,6和 ,6的相对分子质量
分别为 /2.和 //1）（见图 ;）。图 -和图 1中的 ;号
峰也相应被确认为 6,6（,6未检出）。外标法定量
分析所用的 6,6和 ,6对照品，即是据此定性结果
在半制备柱上收集制得的［-0］。笔者为了制备和鉴

定儿茶素，曾用 !LM,分离纯化了上述 < 种儿茶素
单体，并对它们作了四谱分析，其结果均与其相应的

结构及文献中的有关标准图谱吻合［1- ］。
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图 ! 图 "中的 !号（#）和 $号（%）色谱峰的电喷雾质谱图
&’() ! *+,-./012/#3 ’04’5#.’04 6#11 12,-./# 07 2,#8 90) !（#）#4: 2,#8 90) $（%）’4 &’() "

" ; " 儿茶素的检测线性和检测限
在覆盖上述所有茶叶和茶多酚样品中儿茶素含

量范围内，考察了儿茶素在 !"#$%& ’( )*+柱上分

离、用 ,%-.#/ 01+2 检测器检测时的线性关系。将
标准液逐级稀释进样，测其峰高响应值及基线噪音

强度，以二倍信噪比计算检出限。结果表明：峰高与

儿茶素含量线性关系良好（ ! 3 4 5 66+）；检测波长为
0*4 78时，检测限为 4 5 04 79 : * 5 06 79；检测波长
为 02+ 78时，检测限为 * 5 *; 79 : 0 5 2; 79［*6］。
" ; < 样品预处理
对于茶叶样品中儿茶素的提取方法，据文献报

道［*1］，主要有下列 <种：* =用热水或沸水浸提；0 =用
甲醇或乙醇浸提；< =用甲醇回流 * >。比较 < 者，第
二种方法的儿茶素提取率最高，但提取液中色素等

弱极性杂质含量较高；第一种方法提取率稍低，浸提

液中弱极性杂质含量也较低；第三种方法儿茶素降

解和转化严重。文献中大多采用第一种方法。笔者

试验了热水浸提的温度和时间对儿茶素提取量的影

响，结果表明：在 64 ? : 6; ?浸提 *4 8@7，儿茶素
的提取率较高，损失或转化率最低。因此，本方法选

择在此条件下热水浸提。经试验发现，将茶浸提液

用 )A<BACA0BCDEF（体积比为 24 G <4 G 4 5 4;）混合
液处理后，大分子物质较易凝聚沉淀，过滤快速方

便，此步可防止多糖（包括果胶）、蛋白质等进入色谱

柱。本文所用的茶多酚产品均是采用有机溶剂萃取

得到，其中不含大分子，但含少量弱极性杂质如黄

酮、色素等，故需用 ’.HCH%I )*+小柱净化。茶浸提

液最后用小柱处理也是为此目的，以进一步减少分

析柱的污染。

" ; = 茶叶和茶多酚样品中儿茶素的分析结果
以外标法测定了 1 种新绿茶（秋茶）、一种半发

酵茶（乌龙茶）、一种茶多酚的生产原料（老叶茶）以

及 < 种茶多酚产品中儿茶素含量，结果列于表 *。
部分样品色谱图见图 *、图 0和图 <。

表 > 茶叶和茶多酚样品中儿茶素的分析结果（茶叶，" J 1；茶多酚，" J ;）
?#%+, > ?@, #4#+3.’-#+ /,1A+.1 07 -#.,-@’41 ’4 .,# #4: (/,,4 .,# 20+32@,40+（B?C）1#62+,1（K"# -.%，" J 1；K"# LDM，" J ;） #

’%8HN.
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V%79&@ XR.Y% D.% T 5 6< < 5 41 4 5 1+ 1 5 <4 ; 5 40 0 5 10 4 5 11 < 5 +6 4 5 T+ 0 5 +< * 5 2T 0 5 6; S S *; 5 <0
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! " # 回收率
因茶叶样品中的儿茶素在热水浸提过程中有少

量组分的相互转化［!，!"］，因此，作加标回收率的测

定没有意义。对于茶多酚产品（即茶叶提取物）中儿

茶素的分析，本文分别作了两个批号样品的加标回

收试验，测得 #种儿茶素的平均回收率为 "$ % #& ’
!() % *&。
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