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摘要  在建立反相高效液相色谱法的同时, 测定不同产地茶叶中没食子酸和绿原酸的含量。结果表明 :当绿原酸进样量0 .092～0 .92
μg ,没食子酸进样量0 .075 6～0 .756 0 μg 时 ,回归方程具有良好的线性关系;该方法准确、快速、重现性好,可用于茶叶中没食子酸和绿原
酸含量的测定 ;5 个不同产地的茶叶中没食子酸和绿原酸含量有明显差异。
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Determination of Chlorogenic Acid and Gallic Acid in Tea by RP- HPLC
HUANG Hong- wei et al  ( College of Chemistry and Bioengineering of Yichun University , Yichun, Jiangxi 336000)
Abstract  A RP- HPLC method for determination of chlorogenic acid and gallic acid inteafromdifferent regions was established . The results showed that
the liner range of chlorogenic aci d was 0 .092～0 .92 μg , and the li ner range of gallic acid was 0 .075 6～0 .756 0 μg . The method was accurate , rapid ,
reproduci ble and suitable for determinationof chlorogenic acid and gallic acid intea . There were significant differences inthe contents of chlorogenic aci d
and gallic acid i ntea fromfive regions .
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  茶叶( Ca melli a si nensis ) 是山茶科( Theaceae) 植物茶的芽

叶,自古就为养生药用之上品,具有提神、养生的药效。茶叶

原产于我国云南原始森林。由于自然和人工的传播, 茶叶栽

种区域已遍及温带、亚热带和热带, 已在30 多个国家和地区

栽种。茶现是世界三大软饮料之一[ 1] 。茶叶的主要成分为

糖类、蛋白质、咖啡碱、鞣酸、维生素C, 也含有一定量的酚酸

类成分[ 2] 。绿原酸和没食子酸即为其中的两种。绿原酸具

有灭菌解毒、消炎利胆的功效[ 3] , 临床上用于治疗急性细菌

感染等引起的疾病, 可止血、增加白血球、抗病毒、缩短血凝

和止血时间等作用[ 4] 。没食子酸具有强抗氧化性 ,并且具有

抗肿瘤、抗血栓等药理作用 ,在食品工业及医药工业中有广

泛用途和应用前景[ 5] 。但是,采用高效液相色谱法测定绿原

酸和没食子酸含量的方法未见文献报道。为此, 笔者采用反

相高效液相色谱法测定了市场上5 种绿茶中绿原酸和没食

子酸的含量,旨在为茶叶的质量评价及其药用成分的开发利

用提供依据。

1  材料与方法

1 .1  仪器 Waters 515 双泵型高效液相色谱仪,2996 光电二

极管检测器( PAD) ,7725I 手动进样器,Empower 色谱工作站( 美

国Waters 公司) 。UPWS-I-10T 超纯水器( 杭州永洁净化科技有

限公司) ,CP225D 双量程电子分析天平( 德国Sartorius 公司) ,

SK2510HP 超声波提取器( 上海科导超声仪器公司) 。

1 .2 试药  95 % 乙醇, 分析纯, 江西洪都生物化学有限公司

生产; 甲醇, 色谱纯,江苏汉邦科技有限公司生产; 磷酸, 分析

纯, 上海市试剂一厂综合经营公司生产 ;绿原酸、没食子酸对

照品,中国药品生物制品检定所生产, 批号分别为110831-

200302、110753-200413 , 供含量测定用。茶叶均为市售, 经鉴

定均为山茶科植物茶的干燥芽叶。

1 .3 溶液的制备

1 .3 .1  对照品溶液的制备。准确称取没食子酸对照品
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2 .30 mg、绿原酸对照品1 .89 mg ,置于5 ml 棕色容量瓶中, 加

入甲醇, 超声溶解, 定容, 得到含没食子酸0 .460 mg/ ml 和绿

原酸0 .378 mg/ ml 的对照品溶液。

1 .3 .2 样品溶液的制备。将5 种茶叶样品置于烘箱中 , 在

80 ℃下干燥5 h ,冷却后粉碎, 过80 目筛。称取茶叶粉末约

3 g ,置于50 ml 锥形瓶中, 加入50 % 乙醇, 摇匀, 室温下浸渍

1 h ,超声提取( 功率250 W) 1 h , 过滤, 滤渣用适量乙醇洗涤

2 次, 合并滤液于50 ml 容量瓶中,0 .45 μm 微孔滤膜过滤, 弃

去初滤液,取续滤液作为样品溶液。

2  结果与分析

2 .1 检测波长的选择  取绿原酸和没食子酸对照品混合溶

液进样 ,使用PAD 检测器进行三维扫描, 提取200～600 nm波

长范围内两个组分的紫外吸收光谱。流动相中绿原酸最大

吸收波长分别为217 .5 和327 .5 nm, 没食子酸最大吸收波长

分别为216 .3 和357 .4 nm。提取各波长下色谱进行比较, 选

择310 nm作为检测波长, 发现基线平稳、峰形好。绿原酸和

没食子酸对照品的紫外吸收光谱见图1。

图1 没食子酸和绿原酸对照品的紫外吸收光谱

2 .2 色谱条件  色谱柱为 Nucleodur C18分析柱( 5 μm,4 .6

mm×250 mm) ; 流动相为甲醇- 0 .05 %磷酸水溶液( 体积比30∶

70) ;流速0 .80 ml/ min ;进样量10 μl , 柱温25 ℃ ,绿原酸和没

食子酸的理论塔板数分别为2 448 和6 032 , 分离度为2 .68 和

2 .03。对照品和样品溶液的 HPLC 色谱分别见图2 和图3。
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注 :1、2 分别表示没食子酸和绿原酸。下图同。

图2 对照品的色谱分离

图3 茶叶样品的色谱分离

2 .3  线性关系考察 准确量取绿原酸和没食子酸对照品储

备液0 .1、0 .2、0 .4、0 .6、0 .8、1 .0 ml 于5 ml 量瓶中 , 加甲醇至

刻度,摇匀。分别进样10 μl , 以峰面积( A ,μV/ s ) 对质量浓

度( ρ,μg) 进行线性回归,得绿原酸回归方程为:

A= 1 .65×105 ρ+ 2 .35×103( r = 0 .999 8) ( 1)

没食子酸回归方程为 :

A= 2 .11×105ρ+ 2 .47×103( r = 0 .999 6) ( 2)

这表明当绿原酸进样量为0 .092～0 .920 μg , 没食子酸进

样量为0 .075 6 ～0 .756 0 μg 时, 回归方程具有良好的线性

关系。

2 .4  精密度试验 准确吸取绿原酸和没食子酸对照品混合

溶液10 μl 进样,重复5 次,测得绿原酸峰面积RSD( 相对标准

偏差) 为0 .6 %( n = 5) ,没食子酸的峰面积 RSD 为0 .7 %( n =

5) 。这表明仪器的精密度良好。

2 .5 重现性试验 准确称取浙江西湖龙井茶叶样品5 份 ,

每份约3 g ,制备样品溶液。准确吸取10 μl 混合溶液进样分

析,测得绿原酸峰面积的 RSD 为1 .1 %( n = 5) , 没食子酸峰

面积的 RSD 为1 .7 %( n = 5) 。这说明方法重现性好。

  表1 不同来源的茶叶样品中绿原酸和没食子酸含量 mg/ g

编号 来源 没食子酸含量 绿原酸含量

1 湖北三峡绿茶 0 .594 0 .341

2 广西灵山碧螺春 0 .522 0 .683

3 福建安溪铁观音 0 .462 0 .132

4 浙江西湖龙井 1 .243 0 .201

5 河南信阳毛尖 0 .327 0 .110

2 .6 加样回收率试验  准确称取已知绿原酸和没食子酸含

量并且干燥至恒重的浙江西湖龙井茶叶5 份 ,分别加入适量

的绿原酸和没食子酸对照品, 制备样品溶液, 测定样品中绿

原酸和没食子酸含量, 计算回收率。结果表明, 绿原酸的平

均加样回收率为99 .7 % , RSD 为1 .8 % ; 没食子酸的平均加样

回收率为98 .6 % , RSD 为2 .1 % 。

2 .7 样品含量测定 准确吸取待测样品溶液10 μl ,注入高效

液相色谱仪中,测定绿原酸和没食子酸色谱峰面积,采用外标

标准曲线法计算样品中绿原酸和没食子酸的含量。

  表1 表明 ,5 种绿茶中绿原酸含量范围大致为0 .327 ～

1 .243 mg/ g , 没食子酸含量范围为0 .110～0 .683 mg/ g。其中 ,

浙江产西湖龙井茶中绿原酸含量最高, 而广西产灵山碧螺春

中没食子酸含量最高。

3  讨论

HPLC 法定量分析以保留时间定性 , 以峰面积定量。但

是由于色谱方法的定量能力强而定性能力弱,对于成分复杂

的中药样品来说, 往往有不同的组分在同一时间或极相近的

时间出峰, 甚至两个组分完全叠加, 因而只用保留时间定性

可能会造成分析结果产生意外误差。二极管阵列检测器可

以同时在设定波长区域内的各波长下进行立体数据采集, 既

可以观察各波长下的色谱图, 又可以观察各时间下的光谱

图。在比对保留时间的基础之上, 加以光谱确认, 就可以克

服仅以保留时间一项指标定性的缺点, 增强了定性的确定

性。采用高效液相色谱 ,以外标法同时测定茶叶中绿原酸和

没食子酸的含量, 方法准确、快速、灵敏、重现性好、定性能力

强, 可用于茶叶的质量评价和控制。
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