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摘要：为了建立一种快速、准确、简便的同时分析茶黄素类和儿茶素类化合物的毛细管电泳方法以满足茶黄素体外

氧化制备过程监测和茶多酚酶促氧化动力学研究的需要，研究了毛细管电泳同时分析 % 种茶黄素类和 # 种儿茶素
类化合物的最佳分析条件，并将建立的方法进行应用评价。结果表明：以含有 !"" %%") = > <*?@*（ A< -. -）、$"
%%") = > B<!C@%、’ %%") = > !+环糊精和 !-. &D 乙腈为电泳介质，在电压 !& E(、柱温 *" F下分离和 !"" 6% 波长
处检测，可在 + %.6 内将 $" 种待测组分全部分离，且各组分的浓度与峰面积呈良好的线性关系，相关系数 ! 为
". ’’" - ( ". ’’’ +，检测限为 ". *’ ( ". ++ !: = %>，各组分的加标回收率为 ’$. &D ( $$*. &D，相对标准偏差小于 &D。
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5"62.2/$3 "Q !"" %%") = > &"’.5 -5.3（ A< - * -），$" %%") = > A"/-22.4% 3.9R3’":$6A9"2A9-/$，’
%%") = > !+5R5)"3$0/’.6 -63 !- * &D -5$/"6./’.)$* 79$ $0A$’.%$6/-) 5"63./."62 "Q /9$ .62/’4%$6/
N$’$ 2$)$5/$3 -2 Q"))"N2：#")/-:$ !& E(，5")4%6 /$%A$’-/4’$ *" F，-63 3$/$5/."6 N-#$)$6:/9
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, , 茶黄素类化合物（ /9$-Q)-#.62，7S2）是指具有
苯骈卓酚酮结构的一类化合物，它最先在红茶中提

取分离得到，随后通过体外模拟氧化（酶促氧化和

化学氧化）茶多酚阐明了其形成机理。7S2 不仅是
红茶的重要品质成分［$］，而且还是一种良好的天然

药物和保健品原料［! 0 *］，具有良好的市场发展前景。

近年来，制备高纯度的 7S2 产品以满足市场需求成
为茶叶科技工作者关注的热点。由于红茶中 7S2

的含量仅有 ". *D ( $. &D［%］，提取分离的效率低，且
7S2 产品的纯度不高，所以目前人们更倾向于采用
体外酶促氧化茶多酚来制备 7S2。
, , 为了获得高的 7S2 产率甚至定向合成某种茶
黄素类单体，不仅需要对反应条件（底物浓度，酶的

活性，反应的温度、A<、时间等）进行优化研究，对反
应过程进行监测，而且迫切需要探明底物中各儿茶

素类组成比例的变化对产物组成以及产率的影响。
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因为在 !"# 合成的酶促氧化反应体系中，其反应底
物和产物都不是单一组分而是多组分，加之在实际

生产中通常采用来源广、组成差异大的混合底物

（茶多酚）和未经纯化的粗酶，使得底物与产物之间

的关系非常复杂。为满足上述研究的需要，建立一

种快速、简便、准确且能同时测定反应底物（儿茶素

类）和产物（!"#）含量和组成变化的分析方法非常
必要。分光光度法虽然简便、快速，但仅能分析儿茶

素类和 !"# 的总量［#］。高效液相色谱法（$%&’）虽
然可以同时测定儿茶素类和 !"# 各组分含量，且准
确度高、重复性好，但分析一个样品通常需 $% & "%
()*［#］，不能很好地满足大批量样品快速分析的

要求。

! ! 近年来，毛细管电泳分析方法（’+）因其具有分
析速度快、灵敏度高和所需样品量少的特点［"］而得

到广泛应用，在化学反应动力学研究领域更有其独

特的优势，并形成了诸如“电泳中介微分析”［’］的酶

活性及底物的在线分析新技术。虽然目前国外已有

应用 ’+ 同时分析茶叶产品中的 !"# 和儿茶素类的
研究［(］，但还存在表没食子儿茶素与表儿茶素、表

没食子儿茶素没食子酸酯与表儿茶素没食子酸酯分

离度较小，组分出峰时间相对集中（$) # & #) % ()*
范围内出峰）的问题，其分析条件有待进一步优化。

此外，目前还未见该方法应用于茶多酚酶促氧化制

备茶黄素过程的监测以及反应动力学研究的报道。

本文在进一步优化 ’+ 同时检测 !"# 和儿茶素类化
合物分析条件的基础上，将其应用于监测茶多酚酶

促氧化生成茶黄素类化合物的过程，为茶多酚氧化

制备茶黄素类的反应动力学研究以及反应底物与产

物相互关系的研究提供了一种快速、准确、灵敏、简

便的分析方法。

!" 实验部分

! ! !" 仪器与试剂
! ! ,-./(0* % 1 2’+ 34#5-( #%%% 型高效毛细管
电泳仪（美国 ,-./(0* 公司）；弹性石英毛细管柱
（#% !( * +’ .(，有效长度 +% .(，河北永年锐沣色
谱公司）；%$367+2 型 8$ 计（上海雷磁公司）。
! ! 乙腈（$%&’ 纯），$$,9$、:$,%9+ 均为分析

纯；!7’;（上海伯奥生物科技有限公司），%) - (<= 1 &
$’=，%) - (<= 1 & >09$，超纯水。
! ! 儿茶素类和茶黄素类化合物标样购自 3)?(0
公司。各儿茶素类组分的纯度分别为：儿茶素（ .057
-.@)*，’）.(A，没食子儿茶素（ ?0==<.05-.@)*，B’）
.(A，表儿茶素（ -8).05-.@)*，+’）.(A，表没食子儿
茶素（-8)?0==<.05-.@)*，+B’）.(A，表儿茶素没食子
酸酯（ -8).05-.@)* ?0==05-，+’B）.(A，表没食子儿

茶素没食子酸酯（ -8)?0==<.05-.@)* ?0==05-，+B’B）
.#A。茶黄素类化合物混合标样的纯度为 (%A，其
中茶黄素（ 5@-0C=0D)*，!"）.) ’(A，茶黄素7$ 7没食子
酸酯（ 5@-0C=0D)*7$ 7?0==05-，!"7$ 7B）-$) -$A，茶黄
素7$E7没食子酸酯（ 5@-0C=0D)*7$E7?0==05-，!"7$E7B）
,,) ..A，茶黄素双没食子酸酯（ 5@-0C=0D)* F)?0==05-，
!";B）$+) -%A。
! ! #" 溶液配制
! ! # ! !" 电泳介质
! ! 配制 +%% & "%% ((<= 1 & 的 $$,9$（ 8$ ") # &
.) %）、-%% ((<= 1 & :$,%9+ 和 ,% & +# ((<= 1 & !7环
糊精（!7’;）溶液作为贮备液，根据实验设计要求将
上述 $ 种溶液与乙腈按 +%/ -%/ ,,) # / ,’) # 的体积比
混合，得到所需的电泳介质。

! ! # ! #" 儿茶素类及茶黄素类化合物的标准溶液
! ! 准确称取 " 种儿茶素类化合物标样各 -) %% (?
和茶黄素类化合物混合标样 ,) %% (?，全部溶于 -
(& ,#A 的乙腈水溶液中，所得溶液作为贮备液。
然后将贮备液用 ,#A 乙腈水溶液分别稀释 ,，+，,%，
+%，,%%，, %%%倍，配制成 -% 种化合物的系列混合标
准溶液。

! ! $" 样品制备
! ! $ ! !" 材料
! ! 茶多酚产品（纯度 .#A，其中含儿茶素类化合
物 ’,A，湖南金农公司）。多酚氧化酶粗酶液
（%%9）用冷丙酮法制备，用柠檬酸7磷酸缓冲液
（8$ #) "）提取［.］。

! ! $ ! #" 样品制备
! ! 在 ,#% (& 的烧杯中依次加入 -%% (& - ? 1 & 的
茶多酚溶液（8$ #) "）和 ,% (& 多酚氧化酶粗酶提
取液，置于 $’ G水浴中并不断搅拌。在反应 % & ’%
()* 时间内每隔 -% ()* 从烧杯中取 # (& 反应液置
于烧杯中，于 (% G水浴中加热 $ ()* 后终止反应，
反应液作为毛细管电泳分析用样品。

! ! %" 电泳条件
! ! 电泳介质为 ,%% ((<= 1 & $$,9$（ 8$ ’) ’）、-%
((<= 1 & :$,%9+、. ((<= 1 & !7’; 和 ,’) #A 乙腈的
混合溶液，压力进样 $ #，在电压 ,# /H、柱温 $% G下
分离，于 ,%% *( 波长处检测。电泳介质、标准溶液
和样品溶液在进样前均用 %) +# !( 微孔滤膜过滤，
再用超声波脱气 -% ()*。为保证实验结果的重复
性，两次进样间用 %) - (<= 1 & >09$、超纯水和电泳
介质冲洗毛细管 , ()*。

#" 结果与讨论

# ! !" 电泳介质的优化
! ! 磷酸盐和硼酸盐均是毛细管电泳分析常用的缓

·$.#·



色 谱 第 !" 卷

冲液体系，分析茶多酚时以磷酸盐缓冲体系效果最

佳［#$］，分析 !"# 时则多选用硼酸缓冲体系，并在其
中加入一定量的磷酸盐提高体系的离子强度［%］。

由于儿茶素类和 !"# 化合物含有同分异构体，单纯
的硼酸$磷酸盐缓冲体系并不能使其达到基线分离，
因而需要加入改性剂来改善分离效果。已有研究表

明，有机溶剂乙腈可以减小流动相的极性，改变毛细

管管壁的 %&’( 电势，降低电渗流的速度，从而提高
选择性；!$)* 则是一种常用的手性选择剂［##］，它可

与对映体形成具有不同稳定常数的包容配合物，借

此实现对映体的分离。此外，缓冲液的 +, 值不仅
影响各组分的分离效果，同时也影响儿茶素类和

!"# 化合物的稳定性，过酸情况下儿茶素类化合物
会发生异构化反应，而碱性条件下儿茶素类和 !"#

化合物易被氧化［#!］。因此，本实验从硼酸浓度、缓

冲液 +, 值、改性剂（乙腈和 !$)*）的含量等方面对
电泳介质体系进行优化。

! ! " ! "# ,&-.& 浓度

’ ’ 调节 +, () $ 的硼酸溶液浓度为 #*$ + !"$
//01 2 3，使 其 与 #$ //01 2 3 的 4,!5."、") ,
//01 2 3 !$)* 和 !() ,6（体积分数）乙腈混合组成
电泳介质，在电压 !, 78、柱温 &$ 9下对 * 种儿茶
素类及 " 种茶黄素类的混合标样进行分析。从图 # $
( 可以看出：绝大部分组分的迁移时间随着硼酸浓
度的不断提高而逐渐延长；) 与 :;) 两组分的峰完
全重叠，且与 ;)、:) 之间的分离度较小，当硼酸浓
度为 !$$ //01 2 3 时，虽然其分离度达到最大，但各
组分之间仍不能达到基线分离。

图 "# （"）硼酸浓度及（#）缓冲液 $% 值对组分迁移时间的影响
&’(! "# )*+,-.*/. 0+（"）%$12$ #-++.3 /0*/.*43"4’0* "*5（#）#-++.3 $% 6",-. 0* 7’(3"4’0* 4’7. 0+ 48. /07$0*.*49

<=(1>’?@(1 +(A(/&’&A#：B01’(C&，!, 78；@01D/= ’&/+&A(’DA&，&$ 9；E&’&@’?0= F(B&1&=C’G，!$$ =/H
# H !"；! H ;)；& 2 " H ) 2 :;)；, H :)；* H !"$& I$;；( H !"$& $;；% H :;);；- H :);；#$ H !"*;H

! ! " ! !# 缓冲液 +, 值
’ ’ 采用能获得最大分离度的 ,&-.& 溶液（!$$
//01 2 3），调节其 +, 为 () $ + %) ,，其余电泳介质组
成和仪器工作条件同“! H # H #”节所述，分析混合标
样。从图 # $J 可知：当 +, 为 ( H ( 时，可使原来重叠
的 ) 和 :;) 组分部分分离（分离度为 $) (#）；当 +,
为 () ( + %) $ 时，各组分的迁移时间发生了显著的变
化，+, %) $ 条件下各组分的迁移时间较 +, () ( 时
延长 ! + & /?=。综合考虑各组分的分离度和迁移
时间，以 +, () ( ,&-.& 溶液的分离效果最好。

! ! " ! $# 改性剂
’ ’ 在选定的 ,&-.& 溶液（!$$ //01 2 3，+, () (）
和 #$ //01 2 3 4,!5." 中，分别调节改性剂乙腈的

含量（体积分数为 !$6 + &$6）和 !$)* 的浓度（") ,
+ ##) , //01 2 3），研究其对各组分分离度的影响，
仪器工作条件同“! H # H #”节。
’ ’ 从图 ! $( 可看出：随着乙腈含量的增加，各组分
的迁移时间不断延长；同时乙腈含量的高低显著影

响 :;) 与 :)、) 的分离度，当乙腈含量"!,6 时，

:;) 与 ) 之间的分离度小；而当其含量为 &$6 时，
:;) 与 :) 两组分重叠；只有当乙腈含量为 !() ,6
时，才能使 :;) 与 :)、) 之间的分离度达到最大，
因此本实验选择在电泳介质中乙腈含量为 !() ,6。
’ ’ 从图 ! $J 可以看出：!$)* 的浓度变化对各组分
的分离度影响很显著，当 !$)* 浓度为 - //01 2 3
时，不仅能缩短 :);、:;);、) 和 ;) " 种儿茶素的
迁移时间，而且使得 ) 与 :;)、;) 之间得到完全分
离，各组分之间的分离度分别为：!" 与 ;) &) #-，
;) 与) $) -(，) 与 :;) #) ,"，:;) 与 :) #) $,，
!"$&I$;与 !"$& $; #) *%，:;); 与 :); #) #$，:);
与 !"*; !) %&。所以缓冲液中 !$)* 的最佳浓度为
- //01 2 3。
! ! !# 仪器工作条件选择
’ ’ 在选定的电泳介质、固定柱温 &$ 9的条件下，
研究不同电压（!$ + &$ 78）下的分析效果，结果表
明：随着电压的升高，各组分迁移时间缩短，但基线

噪声加大。综合考虑迁移时间和灵敏度，分离电压

选用 !, 78。

·"-,·
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图 !" （!）乙腈含量和（"）!#$% 浓度对组分迁移时间的影响
&’() !" *+,-./+0/1 2,（!）!0/32+’34’-/ 02+3/+3 !+5（"）!#$% 02+0/+34!3’2+ 2+ 6’(4!3’2+ 3’6/1 2, 37/ 02682+/+31

!"#$%&’(#$ )#*#+,&,*- .,*, &/, -#+, #- ’" 0’12 # 2
# 2 30；$ 2 45；% 2 5；& 2 645；’ 2 65；" 2 307% 874；( 2 307% 74；) 2 6454；* 2 654；#+ 2 30942

! ! 同样条件下，将分离电压固定为 $’ :;，在不同
柱温（$+ , %’ <）条件下考察柱温对分离的影响。
随着柱温升高，组分的迁移时间缩短，但分离度降

低；柱温为 %+ <时分离效果和分析时间均较合适。
! ! 综上所述，采用毛细管电泳法同时分离 " 种儿
茶素类和 & 种 30- 化合物的最佳电泳介质由 $++
++=$ > ? @%AB%（ )@ (- (）、#+ ++=$ > ? C@$DB&、*
++=$ > ? !759 和 $(- ’E 乙腈组成，最佳仪器工作条
件为电压 $’ :;、柱温 %+ <。在此条件下分析混合

标样和样品（按“#- %- $”节方法制备，反应 #+ +’"）
的图谱见图 %。由图 % 可看出，分析时间仅需 )
+’"，且各组分峰形对称。与文献［)］比较，645 与
65、6454 与 645 之间的分离度得到了有效的提
高，基本达到基线分离，同时各组分峰在图谱中的分

布较为均衡，避免了出峰时间过于集中、分离度低的

问题。与标样图谱相比，样品图谱中 6454 组分的
迁移时间略有提前，这是由于 6454 与酶蛋白发生
配合作用，导致质荷比改变的结果。

图 #" 最优分析条件下的（!）儿茶素类、茶黄素类化合物标样和（"）样品的 $9 色谱图
&’() #" 9-/034287/42(4!61 2,（!）! 6’:3.4/ 2, 0!3/07’+ !+5 37/!,-!;’+ 13!+5!451 !+5（"）! 1!68-/ .+5/4 283’6.6 02+5’3’2+1

6$,(&*=$%&, -=$F&’="：$++ ++=$ > ? @%AB%（)@ (- (）. #+ ++=$ > ? C@$ DB& . * ++=$ > ? !759 . $(- ’E #(,&="’&*’$,2 !"#$%&’( )#*#+,7

&,*- .,*, &/, -#+, #- ’" 0’12 # 2 5="(,"&*#&’="- =G -&#"H#*H-：45，5，45，65，6454，654，’+ !1 > +?；30，*- () !1 > +?；307% 874，
#%- #% !1 > +?；307% 74，$$- ** !1 > +?；3094，%&- #+ !1 > +?2
! ! # 2 30；$ 2 45；% 2 5；& 2 645；’ 2 65；" 2 307% 874；( 2 307% 74；) 2 6454；* 2 654；#+ 2 30942

! ) #" 方法评估
! ) # ) $" 工作曲线
! ! 在最佳分析条件下，测定含有 " 种儿茶素类和
& 种 30- 的系列混合标准溶液，然后以组分的峰面
积对相应的浓度进行回归，得到各组分的线性回归

方程和相关系数。从表 # 可知：各组分的峰面积和
浓度之间均呈良好的线性关系，相关系数为 +- **+ (
, +- *** )，方法检测限为 +- %* , +- )) !1 > +?。
! ) # ) !" 回收率和精密度
! ! 取已知各组分含量的茶多酚反应液（氧化 ’+
+’"），加入一定量的混合标准样，在最佳条件下进
行 ’ 次平行测定，计算回收率并考察方法的精密度，
结 果见表 $。各组分的平均回收率为 * # - ’ E ,

表 $" % 种儿茶素类与 & 种茶黄素类化合物的线性关系及检测限
<!"-/ $" =’+/!4’3’/1 !+5 -’6’31 2, 5/3/03’2+

2, 0!3/07’+1 !+5 <&1

5=+)2
?’",#* *#"1, >
（!1 > +?）

I,1*,--’=" ,JF#&’=" !
?B9 >
（!1 > +?）

45 ’ / ’++ " 0 %&#- $’# / #()- && +- ***) +- "$
5 ’ / ’++ " 0 #($- "## . %*- %%( +- **)+ +- &’
645 ’ / ’++ " 0 #((- +’# / #++- +" +- **)) + 2 "%
65 ’ / ’++ " 0 %)&- )&# / ##%- *& +- **)’ +- %*
6454 ’ / ’++ " 0 #*%- %*# / (#- (() +- ***’ +- ’$
654 ’ / ’++ " 0 #*&- "%# / #%%- $) +- **)( +- ()
30 +- *() / *(- ) " 0 #%%- *&# / *&- #&) +- **(" +- ))
307% 874 #- %#% / #%#- % " 0 #’$- +(# / )+- "%( +- **+( +- ""
307% 74 $- $** / $$*- * " 0 #&’- ($# / )’- *#+ +- **’% +- )"
3094 %- &#+ / %&# " 0 #")- %*# / #$%- +* +- **)$ +- )+

! ! "：),#: #*,#；#：+#-- (="(,"&*#&’="，!1 > +?2

·’*’·



色 谱 第 !" 卷

##$% &!，相对标准偏差（"#$）小于 &!，说明该方法
的准确度和精密度良好。

表 !" 方法的回收率及精密度
!"#$% !" &%’()%*+ ",- .*%’/0/(, (1 23% 4%23(-

%&’()
*+,-./&012 3
（!. 3 ’4）

52262 3
（!. 3 ’4）

7&012 3
（!. 3 ’4）

"6,&86/9 3
!

"#$ 3
!

:% ’ ’ ( ’ #(( #(( #(( $% !
% $(% #) ’ #(( #"!% &! #(*% & !% #
;:% *% +*( ’ #(( #(#% #$ *!% # #% &
;% !"% (( ’ #(( ##!% (+ *(% " #% ,
;:%: #+% *) ’ #(( #$$% )* ##$% & !% +
;%: $+% ,$ ’ #(( #!&% *+ *#% & !% +
<7 #% ,*! *% +)( #(% *+ *&% , "% ,
<7=$ >=: #"% #( #$% #$ !,% )) *)% + !% $
<7=$ =: #!% "$ !!% ** $+% ,# #(,% ! "% !
<7$: "% &#! $"% #( "$% #& ###% + #% *

! 5 #" 方法的应用
’ ’ 按“#% $% !”节方法制备的样品液在最佳电泳条

件下进行分析，以外标法计算样品中各组分的含量，

监测茶多酚酶促氧化反应过程中儿茶素类和茶黄素

类化合物含量的变化，结果如图 "。由图 " 可以看出，
在此反应条件中，儿茶素类化合物的含量随着反应的

进行而不断减少，;:%:、;:%、;%: 消耗最为迅速，
;% 也有部分减少，% 的变化不明显，仅有少量消耗，
:% 未检出。当反应进行至 +( ’?1 时，;:%: 和
;:% 几乎完全氧化，;%、;%: 和 % 有少量保留。
<7@ 总量则是先增加后减少，在反应 ( - &( ’?1 内，"
种茶黄素类单体的含量均呈上升趋势；当反应至 &(
’?1 时，茶 黄 素 类 化 合 物 的 总 量 达 到 最 大 值
（,% *(!），<7=$>=: 的生成量最多（!% !&!），<7 次之
（!% #!!），<7$: 生成量最小；反应超过 &( ’?1 以后，
各种茶黄素类组分的含量均急剧下降。由此可知，在

此反应条件下，反应 &( ’?1 是制备 <7@ 的最佳时间。
以上变化趋势与文献［#$ . #"］有很好的一致性。

图 #" 茶多酚酶促氧化反应过程中儿茶素类和茶黄素类化合物含量的变化
6/75 #" 83",7%0 (1 ’(,2%,20 (1 ’"2%’3/,0 ",- !60 9/23 1%*4%,2"2/(, 2/4% -:*/,7 .*(’%00 (1 2%" .($+.3%,($ (;/-"2/(,

’ ’ 通过对底物（儿茶素类）和产物（<7@）的同时
分析发现：;:%: 和 ;%: 的降解量很大，但对应的
产物 <7$: 的生成量却很低。;% 和 ;:% 转化为
<7 和 <7=$>=: 的实际量却大于 ;% 和 ;:% 的减少
量，这可能与本实验采用多酚氧化酶粗酶有关，因为

粗酶中可能含有酯水解酶，它能将 ;:%: 和 ;%:
水解转化生成 ;:% 和 ;%，从而使 <7=$>=: 和 <7
的生成量较多。由此也可以看出：对于复杂的底物、

产物和粗酶组成的反应体系，同时测定底物和产物

的组成及含量的动态变化是十分必要的。
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