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摘　要 : 建立高效液相色谱 /二极管阵列检测器 (HPLC /DAD)同时测定茶叶中 ( - ) 2没食子儿茶素 ( GC) , ( - ) 2
表没食子儿茶素 (EGC) , ( - ) 2表没食子儿茶素没食子酸酯 (EGCG) , ( - ) 2表儿茶素 ( EC) , ( - ) 2表儿茶素没食
子酸酯 ( ECG) , 咖啡碱 ( caffeine) 6种组分的分析方法 , 并采用聚类分析探讨以这 6种活性成分为指标对茶叶进行

分类的方法。采用 C18柱 , 甲醇和 0105%三氟乙酸水溶液为流动相 , 梯度洗脱 , DAD双波长 (210、278 nm)同时检

测 , 采用标准物质保留时间和电喷雾飞行时间质谱 ( ESI TOF - MS)双重定性。结果表明 , 各组分的色谱峰均达到

基线分离 , 在 210 nm对 ( - ) 2没食子儿茶素 (GC)定量 , 278 nm对其它组分定量准确。该法重复性好 , 灵敏度高 ,

回收率高 , 已用于不同种类的 33种实际茶叶样品的测定。以这 6种活性成分的含量为指标 , 采用聚类分析法可

对 33个红茶、黑茶、绿茶、乌龙茶样本进行合理分类 , 并能反映茶叶品质的差异。
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Ab s tra c t: A method was developed for simultaneous determ ination of five catechins ( ( - ) 2gallocate2
chin, ( - ) 2ep igallocatechin, ( - ) 2ep igallocatechin232gallate, ( - ) 2ep icatechin, ( - ) 2ep icatechin2
gallate) and caffeine by HPLC with diode array detection (DAD ). The tea extract was separated on a

C18 column which was then eluted with methanol and 0105% trifuoroacetic acid solution in gradient elu2
tion mode. The chromatogram s were simultaneously detected by DAD atλ210 nm for ( - ) 2gallocatechin

( GC) and atλ278 nm for the other components. Time of flight mass spectroscopy ( TOF - MS) was used

for qualitative analysis of real tea samp le, the results showed that five catechins and caffeine were base2
line separated, indicating that the six components could be determ ined accurately. The method has

been used to determ ine the catechins and caffeine in 33 tea samp les with satisfactory results. Cluster a2
nalysis has been used to classify 33 tea samp les reasonably and to differentiate the qualities of the tea by

using the concentrations of the six components as indices.

Key wo rd s: Tea; HPLC; ESI TOF - MS; Catechins; Caffeine; Cluster analysis

茶叶中含有咖啡碱、多酚、酚酸类以及蛋白质、酯类、糖类、无机盐和维生素等多种成分。茶叶

中对身体健康最有益的物质是茶多酚 , 占茶叶干重的 22%～30% , 其中以儿茶素为主的黄烷醇类化合

物占茶多酚总量的 60%～80% , 含量最高的几种组分为 EGCG, EGC, ECG和 EC, 分别占 50%～60% ,

15%～20% , 10%～15% , 5%～10%
[ 1 - 2 ]。现代科学研究表明 , 儿茶素具有抗衰老、抗肿瘤和辐射 , 预
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防癌症 , 降低血糖血脂 , 预防肝脏及冠状动脉粥样硬化 , 捕集体内自由基等多方面的药理功能 [ 3 - 4 ]。

　　1976年 Hoefler等人 [ 5 ]首次将反相 HPLC法用于茶提取液中儿茶素的分析 , 直到 1996年 Goto[ 6 ]等

发展了同时分析 8种儿茶素的 LC /UV方法 , 但该分离方法的梯度体系复杂且分离效果又依靠柱温的变

化。Dalluge等 [ 7 ]利用常见的商业柱及简单的流动相使绿茶中 6种主要的儿茶素和咖啡碱获得了良好的

分离 , 重点讨论了两对异构体 GCG/EGCG和 C /EC的基线分离。国内采用反相 HPLC测定茶叶中儿茶

素的文献也有报道 [ 8 - 11 ]。由于 ( - ) 2没食子儿茶素 ( GC)在茶叶中的含量较低 , 在 278 nm处吸收微弱 ,

且 ( - ) 2没食子儿茶素 ( GC)和没食子酸 ( GA )易发生共洗脱 [ 12 ]
, 所以同步测定难度较大。本工作采用

二极管阵列检测器在 210 nm对 GC, 278 nm对其它组分进行了定量测定 , 并采用 ESI TOF - MS对其相

对分子质量进行了准确测定 , 用所建立的 HPLC方法测定了 33个不同种类的茶叶中 6种组分的含量 ,

并以此为指标 , 用聚类分析对不同种类的茶叶进行了合理分类 , 并能反映茶叶品质的变化。

1　实验部分

111　仪器与试剂

Agilent 1100高效液相色谱仪 (美国 Agilent公司 ) : 四元泵 , DAD二极管阵列检测器 ; G1969A ESI

TOF - MS电喷雾飞行时间质谱仪 (美国 Agilent公司 ) ; M IKRO 22R冷冻离心机 (德国 ) ; M illi Q250超纯

水系统 (美国 m illipore公司 )。

甲醇 (HPLC级 )购于美国 Tedia公司 , 乙腈 (HPLC级 )购于德国 Merck公司 , 三氟乙酸购于美国

Sigma公司 , 超纯水 (自制 )。

标准品 : 咖啡碱 , 购于中国药品生物制品检定所 , ( - ) 2ECG购于法国 MP B iomedicals公司 ,

( - ) 2EGCG, ( - ) 2EGC, ( - ) 2GC购于美国 Sigma公司 , ( - ) 2EC购于 Fluka公司。分别用色谱纯甲醇

配制成 1 000 mg·L
- 1的标准储备液。

112　样品处理

准确称取 015 g茶叶样品于 100 mL锥形瓶中 , 加入 50 mL 90 ℃的热水 , 在 90 ℃的水浴中振荡 ,

持续浸提 10 m in后 , 离心 10 m in (转速 6 000 r/m in) , 取 10 mL上层清液于 50 mL容量瓶中 , 用超纯水

稀释至刻度 , 过 0145μm微孔滤膜待测。

113　色谱条件

色谱柱为 Sinochrom ODS - BP (416 mm i1d1×200 mm, 5μm ,大连依利特公司 ) , 流动相 A为甲醇 ,

B为 0105%三氟乙酸水溶液 , 梯度洗脱程序为 : 13% A ( 5 m in)
10 m in

20% A ( 5 m in)
5 m in

25% A ( 5

m in)
15 m in

40% A
15 m in

80% A , 流速 018 mL /m in, 进样量 10μL。

114　飞行时间质谱 ( TOF - MS)条件

电喷雾正离子模式 , 毛细管电压 315 kV, 碰撞电压 150 V , 干燥气温度 350 ℃, 干燥气流速 12

L /m in (N2 ) , 辅助喷雾气压 311 ×10
5

Pa。

2　结果与讨论

211　实验条件的优化

以武夷岩茶 (编号为 SJL1, 样品来源于福建武夷山茶叶基地 , 为 2004年秋茶 )为实验样本 , 进行了

一系列实验条件的优化。

21111　提取溶剂的选择　实验比较了 100%甲醇、50%甲醇和纯水作为提取溶剂的提取效率。实验结

果表明 , 100%、50%甲醇提取的茶叶溶液颜色较深 , 内含较多色素类物质 , 杂质干扰严重 , 色谱峰分

离度不好 ; 茶叶水提液中 6个目标成分的提取效率高 , 干扰少 , 色谱峰分离度较好 , 检测灵敏度高 ,

故采用纯水做为提取溶剂。

21112　提取方法与时间的选择　以水为提取溶剂 , 比较了超声提取和水浴加热 (90 ℃)提取不同时间

6种组分的提取效率 , 按“113”节条件测定。实验结果表明 , 6种组分的浸出量随着超声时间的延长而

有所增加 , 但总的来说 , 水浴加热提取的效率要优于超声提取 , 加热提取时间对于有效组分的浸提影
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响并不显著 , 只有 GC的浸出量随着提取时间的增加而明显增大 , 茶叶中 6种组分的浸出总量在 10 m in

时最大。由于提取过程是在较高温度下 (90 ℃)进行 , 儿茶素很容易被氧化 , 所以提取时间不宜过长 ,

以免儿茶素发生氧化 , 不利于准确测定。权衡各组分的提取 , 选择水浴加热提取 10 m in为宜。

21113　提取温度的选择　实验比较了 5个不同温度 100、90、80、70、60 ℃对茶叶中各组分提取效率

影响 , 按“113”节条件测定。实验发现 , 温度的影响并不显著 , 100 ℃提取所得到的色谱图 , 色谱峰个

数最多 , 总峰面积也最大。GC、EGC、咖啡碱在 100 ℃时浸出最大 , EGCG、EC、ECG在 90 ℃浸出最

大 , 故提取温度应该选择在 90～100 ℃之间为宜 , 实验最后选择 90 ℃为提取温度。

21114　不同流动相体系及检测波长的选择　实验考察了甲醇 -水 , 甲醇 - 0105%三氟乙酸水溶液 , 乙

腈 - 0105%三氟乙酸水溶液 3种不同的流动相体系 , 结果表明 , 甲醇 - 0105%三氟乙酸水溶液体系的

洗脱效果最好 , 加入少量三氟乙酸 , 可以改善峰形 , 防止峰的拖尾 , 有利于提高分离度 , 在酸性体系

下 , 也可以防止儿茶素在中性或碱性条件下的氧化。本实验采用梯度洗脱 , 选择 278 nm为检测波长 ,

但是由于茶叶中 GC组分的含量较低 , 在 278 nm的吸收较小 , 定量测定存在较大误差 , 但其在 210 nm

处有很强的吸收 , 故仅对 GC选择在 210 nm处进行定量分析。本实验采用 DAD检测器 , 可以实现 210

nm和 278 nm双波长的同时检测。

212　标准工作曲线及线性范围

移取一定体积的标准储备液 , 配制 GC、 EGCG、 EC、 ECG各为 100 mg·L
- 1

, EGC为 300

mg·L
- 1

, 咖啡碱为 50 mg·L
- 1的混合标准溶液。以进样质量 m (μg)为横坐标 , 色谱峰峰面积 A为纵

坐标作图 , 得线性回归方程见表 1。

表 1　6种组分的线性回归方程
Table 1　L inearity of calibration curves of six components

Retention time

t /m in

Standard

component
Regression equation

Correlation coefficient

r

L inear range

m /μg

LOD

m / ng

11. 433 GC A = 18 861 m + 92. 683 (210 nm) 0. 999 9 0. 05～1. 00 7. 5

21. 813 EGC A = 224. 52 m - 2. 509 2 (278 nm) 1. 000 0 0. 20～4. 00 16. 5

26. 823 Caffeine A = 3 268. 2 m + 3. 792 8 (278 nm) 0. 999 6 0. 05～1. 00 7. 4

29. 842 EGCG A = 1 396. 7 m - 52. 092 (278 nm) 0. 999 8 0. 20～4. 00 25. 0

33. 696 EC A = 674. 13 m + 1. 705 1 (278 nm) 0. 999 8 0. 05～1. 00 20. 0

44. 647 ECG A = 2 488. 9 m - 4. 316 9 (278 nm) 1. 000 0 0. 05～1. 00 11. 5

213　定性分析

根据混标的保留时间及质谱准确定性。混标的色谱图见图 1, 庐山云雾茶 ( YW 32) HPLC /DAD -

ESI TOF - MS分析的总离子流图见图 2。

　　通过对总离子流图的分析 , 可找到 6种待测目标组分以及这些组分的同分异构体 , 且质谱信息与
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各标准品的质谱信息对应一致 , 各峰的两侧和峰中心得出的质谱图完全一致 , 表明此条件下其它组分

对于此 6组分的分析无干扰 , 证明了用前述的 HPLC /DAD进行定量分析的方法可行。

214　方法学考察

21411　稳定性　以武夷岩茶 (编号为 SJL1)样品的水提溶液为供试品 , 分别在 0、2、4、8、12、30 h

测定其水提液的稳定性。实验结果表明 , 样品在 0～12 h内稳定性保持良好 , 30 h时样品成分的浓度

发生较大变化。因此 , 样品应在处理后 12 h内进行 HPLC测定。

21412　重复性　以武夷岩茶 (编号为 SJL1)样品为供试品 , 平行取样 6份按 112节进行样品处理后 ,

经 HPLC测定 , 结果表明 , 各色谱峰的相对保留时间的 RSD不超过 114% , 相对峰面积的 RSD不超过

313% , 说明本方法重复性良好。

21413　回收率　精密称取庐山云雾茶 (编号 YW 32) 3份 , 分别加入已精密称定的儿茶素和咖啡碱标准

品 , 按“112”处理方法将其制成供试品溶液 , 按“113”色谱条件测定加样回收率 , 结果见表 2。由表 2

可以看出回收率结果令人满意。

表 2　回收率实验结果 ( n = 3)

Table 3　The results of recovery experiments( n = 3)

Component
O riginal

m /mg

Added

mA /mg

Found

m F /mg

Recovery

R /%

RSD

sr /%

GC 1. 3 1. 3 2. 5 96 4. 9

EGC 23. 7 18. 0 41. 2 99 1. 3

Caffeine 12. 2 15. 1 27. 3 100 0. 7

EGCG 38. 0 41. 5 81. 3 102 0. 7

EC 8. 3 7. 7 15. 8 99 2. 2

ECG 10. 0 11. 3 21. 1 99 1. 5

215　实际样品测定结果

采用本方法测定 33个茶叶样品中这 6种组分的含量 , 结果见表 3。

表 3　茶叶样品中 6种组分含量

Table 3　Contents of six components in tea samp les

Samp le No. Number Samp ling date
wB / (mg·g - 1 )

GC EGC caffeine EGCG EC ECG

1 YW32 Autumn, 2004 2. 6 47. 3 24. 4 76. 0 16. 7 20. 0

2 YW85 Autumn, 2004 2. 3 34. 7 34. 9 96. 8 12. 1 24. 5

3 YW145 Autumn, 2004 2. 5 36. 1 32. 5 104. 0 11. 3 25. 1

4 GGN Autumn, 2004 1. 2 14. 3 39. 9 122. 8 7. 7 21. 6

5 LXC Autumn, 2004 0. 7 17. 1 46. 2 149. 3 6. 2 26. 7

6 PUER22 Autumn, 2004 nd3 nd 33. 4 nd nd 0. 7

7 PUER21 Autumn, 2004 nd nd 33. 9 nd 3. 0 nd

8 PUER2T Autumn, 2004 nd nd 35. 2 nd 3. 1 nd

9 BLGF Autumn, 2004 nd 5. 8 37. 1 6. 5 nd 1. 7

10 HSC Autumn, 2004 nd 6. 5 26. 0 5. 8 nd 20. 4

11 XP50 Autumn, 2004 2. 2 41. 7 27. 5 60. 0 10. 5 8. 7

12 XP100 Autumn, 2004 1. 9 44. 5 25. 8 66. 8 10. 2 8. 8

13 XP130 Autumn, 2004 1. 6 43. 0 26. 7 69. 7 9. 9 9. 2

14 XP200 Autumn, 2004 1. 4 42. 5 23. 1 62. 5 10. 1 8. 3

15 XP250 Autumn, 2004 1. 6 36. 6 20. 8 61. 7 8. 8 8. 5

16 XP400 Autumn, 2004 1. 8 36. 6 21. 0 65. 6 8. 6 8. 9

17 GD125 Autumn, 2004 2. 3 64. 1 16. 0 56. 9 10. 4 5. 7

18 GD180 Autumn, 2004 1. 4 36. 8 17. 6 53. 0 8. 7 7. 2

19 XH80 Autumn, 2004 1. 9 41. 4 20. 5 52. 6 7. 8 6. 0

20 XH120 Autumn, 2004 1. 4 42. 8 17. 1 50. 3 10. 0 7. 3

21 XH180 Autumn, 2004 1. 4 34. 9 17. 1 54. 3 8. 3 7. 5

22 FH40 Autumn, 2004 0. 5 62. 5 42. 0 91. 5 nd 7. 6

23 FH150 Autumn, 2004 0. 9 29. 2 34. 9 125. 0 4. 5 13. 0
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　 (续表 3)

Samp le No. Number Samp ling date
wB / (mg·g - 1 )

GC EGC caffeine EGCG EC ECG

24 FH400 Autumn, 2004 0. 7 14. 5 33. 1 131. 4 1. 7 12. 0
25 DPZ1 Autumn, 2004 2. 6 31. 4 23. 5 43. 2 9. 3 7. 5
26 SJL1 Autumn, 2004 1. 4 29. 6 24. 5 43. 6 8. 7 7. 2
27 DPZ2 Autumn, 2004 1. 9 33. 4 27. 2 50. 1 9. 0 8. 0
28 SJL2 Autumn, 2004 1. 2 26. 5 26. 3 45. 2 7. 0 6. 7
29 DPZ1J Autumn, 2004 2. 3 36. 0 18. 6 50. 1 11. 2 9. 0
30 SJL1J Autumn, 2004 2. 5 42. 7 19. 2 57. 7 11. 8 9. 6
31 LB 2005 - 1 - 7 nd 13. 1 31. 9 6. 5 3. 5 6. 4
32 LO 2004 - 9 - 15 1. 2 24. 4 31. 6 58. 2 5. 9 8. 3
33 LG 2005 - 1 - 23 1. 7 37. 1 31. 3 83. 5 9. 3 11. 8

　3 : nd. no detected; 1 - 3. 庐山云雾茶 (Lushan yunwu tea) ; 4. 狗牯脑 ( Gougunao) ; 5. 老仙茶 (Laoxian tea) ; 6. 二级普洱茶 (2nd grade

puer tea) ; 7. 一级普洱茶 (1 st grade puer tea) ; 8. 特级普洱茶 ( extra grade puer tea) ; 9. 白琳工夫 (Bailing gongfu tea) ; 10. 红碎茶 (Hongsui

tea) ; 11 - 21. 铁观音 1 - 11 ( Tieguanyin tea 1 - 11) ; 22 - 24. 凤凰单枞 1 - 3 ( Fenghuang tea 1 - 3) ; 25 - 30. 武夷岩茶 1 - 6 (W uyi tea 1 -

6) ; 31. 立顿红茶 (L ip ton red tea) ; 32. 立顿乌龙茶 (L ip ton W ulong tea) ; 33. 立顿绿茶 (L ip ton green tea)

图 3　33个茶叶样品系统聚类分析图
Fig13　Dendrogram of 33 tea samp les using cluster analysis

216　33个茶叶样品的聚类分析

采用 SPSS1115软件包中的聚类分析程序对

33个茶叶样品进行聚类分组。在方法上采用欧式

距离测量 , 每两样本间用 Average L inkage法连

接 , 聚类结果见图 3。

　　从图 3中可知 , 当取临界值为 20时 , 33个

茶叶样品分别聚为 3类 , 第 1类包含了 3个红茶 ,

3个黑茶。红茶为发酵茶 , 黑茶为后发酵茶 , 两

者由于发酵程度较高 , 儿茶素发生氧化 , 含量偏

低 , 红茶中未检测出 GC和 EC两种儿茶素 , 黑

茶中仅检出少量 EC和 ECG, 红茶和黑茶由于儿

茶素含量低聚为一类。第 2类中包含了 4个绿茶

样本和 18个乌龙茶样本 , 而 4个绿茶中的 3个庐

山云雾茶聚为一小类 , 立顿绿茶和 18个福建乌

龙茶样本聚为一大类 , 从表 3可知 , 立顿绿茶中

6组分的含量水平与 18个乌龙茶相当 , 因而聚为

一类。乌龙茶虽为半发酵茶 , 但其发酵程度较

轻 , 抗氧化的儿茶素含量与绿茶相当 , 某些儿茶

素含量甚至高于绿茶 , 不同产地的乌龙茶由于加

工工艺不同 , 儿茶素含量有较大差别 , 广东的凤凰单枞茶 EGCG, ECG和咖啡碱含量明显高于福建乌

龙茶 , 也高于庐山云雾茶 , 和另外两个江西绿茶聚为第三类。聚类结果表明 , 以 6种组分含量为指标 ,

可以对不同种类、不同产地的茶叶进行合理区分 , 体现不同茶叶之间的种类、产地和工艺差别。

3　结　论

采用反相高效液相色谱 -二极管阵列检测器定量测量了茶叶中的 6种活性组分 , 优化了提取条件 ,

并采用标准物质和电喷雾飞行时间质谱 ( ESI TOF - MS)综合定性 , 提高了测定的准确性 , 并建立了茶

叶中 GC的定量分析方法。

用所建立方法进行了 33个茶叶样本的定量分析 , 以 6种组分含量为指标 , 采用聚类分析方法对 33

个茶叶样品进行了合理分类 , 该分类方法可对茶叶的种类进行判别 , 并能反映茶叶的品质变化。该项

工作是对茶叶中活性组分用于聚类分析的一次探讨。
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