
149※分析检测 食品科学 2009, Vol. 30, No. 02

收稿日期：2007-12-13

基金项目：国家自然科学基金项目(40376026；30671646)

作者简介：李敏(1984-)，男，硕士研究生，研究方向为植物单宁化学。E-mai l：daocarenl in@126.com

* 通讯作者：林益明(1967-)，男，教授，博士，研究方向为植物生态学。E-mai l：linym1967@xmu.edu.cn

不同品种茶叶单宁的含量与结构测定
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摘   要：测定了本山、黄旦和铁观音三个品种茶树成熟叶片的总酚及可溶缩合单宁含量，并通过基质辅助激光解

吸附飞行时间质谱(MALDI-TOF MS)研究了茶叶缩合单宁的基本结构。结果显示，三种茶叶均具有较高的总酚含

量，大约为200mg/g；三种茶叶的缩合单宁是以(表)儿茶素(EC/C)和(表)棓儿茶素(EGC/GC)为基本结构单元的均聚物

和杂聚物，且大部分聚合物的结构单元之间存在A 型和B 型两种连接方式，其中本山和黄旦缩合单宁的最高聚合

度要大于铁观音。
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Abst rac t  ：The contents of total polyphenols and extractable condensed tannins in leaves of three types of Camellia sinensis

(Benshan, Huangdan and Tieguanyin) were determined. In addition, the structures of condensed tannins were characterized by

matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS). Three types of tea leaves have

total phenolic contents as high as 200 mg/g. The majority of condensed tannins in the three types of C. sinensis are identified as

the mixtures of procyanidins and prodelphinidins with a medium level of galloylation through the linkage of A-type and B-type

interflavan bonds. Meanwhile the degree of polymerizations is higher in Benshan and Huangdan than in Tieguanyin.
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茶(Camellia sinensis)是一种保健功能良好的全球性饮

品。茶叶中的多酚类化合物[1 ]不仅可以阻碍癌细胞的

DNA 复制，抑制其生长[2-3]，还能保护线粒体及核酸的

完整性，延缓机体衰老[ 4 ]。此外，茶多酚可以防止

食品及动物体内不饱和脂肪酸的氧化，减少心血管疾

病的发生[5]，抑制病菌的繁殖，维持人体肠道的正常

代谢[ 6 ]。

目前，对茶叶中小分子量的多酚类物质已有较深入

的了解[1-3,6-7]，但对大分子缩合单宁的研究尚未见报道。

作为重要的多酚类化合物，缩合单宁不但能影响森林生

态系统中氮元素的循环[8]和食草动物的营养吸收[9]，还是

制造植物黏胶剂和鞣革工业的主要原料，具有很高的科

研价值和广阔的市场前景。但是由于缩合单宁结构复

杂，又缺乏有效的分离及纯化手段，相关的研究一直

处于起步阶段。MALDI-TOF 质谱不需要对样品进行严

格的纯化就可以准确快速的测定高分子化合物的结构信

息，而且在分析过程中不易产生碎片峰并能够很好的保

证样品的完整性[10]，这为人们了解单宁的结构提供了有

力的保障和可靠的依据。

本实验选择了三个品种茶叶，对总酚和可溶性缩合

单宁含量进行测定，并通过MALDI-TOF 质谱分析茶叶

缩合单宁的基本结构、结构单元的连接方式和聚合度的

分布，探讨不同品种间单宁含量和结构的差异。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

本山、黄旦和铁观音三个品种茶树的成熟叶片于

2007 年 5 月采自福建省泉州市安溪县官桥镇。
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磷酸、甲醇、丙酮、正丁醇、三氯化铁、铁氰

化钾、阿拉伯胶均为分析纯试剂；三氟醋酸铯(纯度≥

99%)；实验用水为二次去离子水。

1.2 仪器与设备

SHZ- Ⅲ B 循环水真空泵    上海仪表供销公司；

SENCO旋转蒸发仪    上海申科科技有限公司；DK-526

电热恒温水浴锅    上海精宏实验设备有限公司；UV-

2000紫外可见分光光度计    上海仪器有限公司；FD-1 冷

冻干燥机    北京德天佑科技发展有限公司；Bruker Reflex

Ⅲ 基质辅助激光解吸附飞行时间质谱仪    德国Bruker公

司；Sephadex LH-20 色谱柱    美国Amersham 公司。

1.3 方法

1.3.1 单宁的提取与纯化

取原料样品20g，加入200ml 丙酮 -水(7:3，V/V)后

用组织捣碎机捣碎，静提 30min。抽滤，取上清液。往

残渣中加入150ml 丙酮 -水(7:3，V/V)并静提30min，重

复 2 次。合并上清液，在 3 5℃下旋转蒸干有机溶剂，

剩下的溶液冷冻干燥处理，得到茶叶单宁粗提物。

使用规格为2.5cm× 15.0cm的 Sephadex LH-20 色谱

柱进行样品分离。先用500ml 甲醇 - 水(5:5，V/V)平衡，

然后将1.2g粗提物与10ml甲醇 -水(5:5，V/V)混合后上

样。洗脱次序为：500ml 甲醇 - 水(5:5，V/V)，1000ml

丙酮 - 水，500ml 甲醇 - 水(5:5，V/V)。丙酮 - 水(7:3，

V/V)洗脱时收集纯化的单宁溶液，在35℃下将有机溶剂

旋转蒸干，剩下的溶液冷冻干燥处理，得到单宁纯化

物并在－ 20℃保存。

1.3.2 样品溶液的制备

取0.1g 新鲜样品，与5ml 丙酮 - 水(7:3，V/V)混合

后研磨成浆。静置30min 后 4000r/min 离心10min，将上

清液转移到 50ml 容量瓶中。重复两次。蒸馏水定容，

室温下避光保存备用。

1.3.3 总酚的测定

采用 PB 法 [ 1 1 ]。

1.3.4 可溶缩合单宁的测定

采用盐酸 - 正丁醇法 [ 12 ]。

1.3.5 MALDI-TOF 质谱分析

参考向平等 [ 1 3 ]的研究，本实验采用如下条件：氮

激光波长337nm，激光脉冲宽度 3ns；在反射模式下，

加速电压20.0kV，反射电压23.0kV；以Angiotensin Ⅱ

(1046.5 相对分子质量(Mr))、Bombesin (1619.8Mr) 、

ACTHclip18～39 (2465.2Mr)和 Somatostatin28 (3147.47Mr)

为外标，DHB(10g/L)为基质，基质和样品(7.5g/L)以 1:3

(V/V)混合后取1.5μl 在靶上点样。基质和样品溶液均用

Amberlite IRP 64 离子交换树脂进行去离子处理。适当比

例的三氟醋酸铯分别加入到基质/样品溶液中以促进形成

单离子加合物([M+Cs]+)。

1.3.6 统计分析

数据统计分析采用 SPSS for Windows 13.0 软件，

多组间比较用One-Way ANOVA法。

2 结果与分析

2.1 茶叶的总酚与可溶缩合单宁含量

三种茶叶的总酚含量在199.05 ± 12.53～229.52 ±

18.20mg/g 之间，三种茶叶的总酚含量没有显著差异；

对比文献报道[7,14-15]，不同提取工艺下成品绿茶的总酚含

量为140～290mg/g，本山、黄旦和铁观音的总酚含量与

此接近；本山、黄旦和铁观音的可溶性缩合单宁含量分

别为59.10± 17.5、37.43± 9.66、35.43± 3.04mg/g(表 1)。

品种 总酚(mg/g) 可溶缩合单宁(mg/g)

本山 203.94 ± 13.40a 59.10 ± 17.50a

黄旦 199.05 ± 12.53a 37.43 ± 9.66ab

铁观音 229.52 ± 18.20a 35.43 ± 3.04b

表1    三个品种茶叶的总酚和可溶缩合单宁含量

Table 1   Contents of total phenolics and souble condensed

tannins in leaves of three cultivars of C. sinensis

注：*.不同字母表示差异显著(p ＜ 0.05 )。

2.2 茶叶缩合单宁的MALDI-TOF 质谱分析

2.2.1 基本结构单元

图1   缩合单宁的结构单元及其连接方式

Fig.1   Structural units and linkage types of proanthocyanidin
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按照酚羟基的数目及取代位置的不同，缩合单宁可

以分成原花青定、原翠雀定和原天竺葵定等几类，它

们的结构单元依次为(表)儿茶素(EC/C)和(表)棓儿茶素

(EGC/GC)和(表)阿福豆素[7]。对同一类型的缩合单宁而

言，聚合度不同的聚合物之间以及聚合度相同的不同聚

合物之间，在相对分子质量和空间构型上可能会有很大

差异，但其基本结构单元是一致的(图 1)。这一特点在

MALDI-TOF质谱图中就反映为一系列以相同核质比递增

的可检测峰，其中每个峰与同系列的前、后峰(图 2)之

间分子量的差别均为固定值。

从图 2A 中，能够找到一个相邻离子峰之间差值固
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定为 288u 的离子峰系列：999.24、1287.32、1575.38、

1863.50、2151.61 和 2440.70u。考虑到288u恰好等于缩

合单宁中EC/C结构单元的分子量，可以推测这一系列的

离子峰属于原花青定。为了证明这一推论，参考Krueger

等[16]和Yang等[17]的研究设立方程式m/z=290+ 288a+133计

算原花青定在质谱图中的质荷比，以比较观测值与计算

值的差别，其中290 代表末端单元EC/C的Mr，288 代

表延伸单元EGC/GC的Mr，133 代表Cs+的相对原子质

量，a 代表了原花青定的聚合度。将数据计算后，可

以发现上述离子峰的质荷比与理论值一致(表 2)，说明茶

叶本山含有原花青定；同理，也可证明黄旦及铁观音含

有原花青定。

在孙达旺等[2,6-7]的研究中，茶多酚不但包括EC/C，

还包括EGC/GC、(表)儿茶素棓酸酯和(表)棓儿茶素棓酸

酯，这一方面证实了上面的结论，另一方面则暗示了

其他缩合单宁存在的可能。观察图 2、3，能够看到大

部分原花青定离子峰附近都有几个与其相差为152u 和

16 ×Nu 的离子峰(N=1、2、3、4)。由于缩合单宁的

构成单元EC/C与EGC/GC中C3羟基上的氢被棓酰基取代

时增加的分子量为152u，而相同聚合度下EC/C被EGC/GC

替换时增加的分子量为16u(图 1)，推测茶叶缩合单宁是

一类以EC/C和EGC/GC为基本结构单元的复杂多聚物，

并建立方程式m/z = 290 + 288a + 304b + 152c + 133计算其理

论质荷比以检验猜想的正确性[16-17]，其中290 代表末端单

元EC/C的Mr，288代表EC/C的Mr，304代表EGC/GC

的Mr，152 代表棓酰基的Mr，133 代表Cs＋的相对原子
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图2   MALDI-TOF质谱检测三个品种茶叶缩合单宁

Fig.2   MALDI-TOF MS spectrograms of condensed tannins form

leaves of three cultivars of C. sinensis
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图3   MALDI-TOF质谱检测三种茶叶缩合单宁的连接方式(a,b 和 c) 及棓酰化(A,B 和C)

Fig.3    MALDI-TOF MS spectrogams of interflavan bonds (a, b and c) and galloylation (A, B and C) in  leaves three cutivarsof C. sinensis
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聚合度
结构单元组成                      连接方式 观测值 [M + Cs]+

计算值 [M + Cs]+
儿茶素 棓儿茶素 棓酰基 A型 B 型 本山 黄旦 铁观音

3 0 0 0 2 999.24 999.26 999.26 999

2 1 0 0 2 1015.15 1015.24 1015.24 1015

1 2 0 0 2 1031.18 1031.22 1031.23 1031

3
0 3 0 0 2 1047.18 1047.22 1047.23 1047

0 3 1 0 2 1199.23 1199.26 N 1199

1 2 1 2 0 1179.11 1179.15 1179.17 1179

2 1 1 2 0 1163.11 1163.18 N 1163

3 0 1 0 2 1151.23 1151.27 1151.30 1151

4 0 0 0 3 1287.32 1287.33 1287.33 1287

4 0 1 0 3 1439.28 1439.31 1439.34 1439

3 1 0 0 3 1303.30 1303.33 1303.31 1303

2 2 0 0 3 1319.25 1321.30 1319.33 1319

4 1 3 0 0 3 1335.26 1337.29 1335.37 1335

1 3 0 1 2 1333.23 1333.23 1333.23 1333

1 3 0 2 1 1331.18 1331.16 1331.19 1331

1 3 0 1 0 1329.16 1329.14 1329.19 1329

0 4 0 1 2 1349.23 1349.23 1349.27 1349

5 0 0 0 4 1575.38 1575.41 1575.41 1575

5 5 0 1 0 4 1728.46 1727.53 1727.48 1727

4 1 0 0 4 1591.33 1591.40 1591.38 1591

6 0 0 0 5 1863.50 1863.48 1863.49 1863

6
5 1 0 0 5 1879.43 1879.46 1879.50 1879

4 2 0 0 5 1895.48 1895.50 1896.54 1895

6 0 1 0 5 2015.50 2015.44 2015.44 2015

7 0 0 0 6 2151.61 2151.61 2151.61 2151

7 7 0 1 0 6 N 2304.64 N 2303

6 1 0 0 6 2167.52 2167.49 2167.61 2167

8 8 0 0 0 7 2440.70 2440.55 2440.70 2439

9 9 0 0 0 8 2728.66 2728.60 N 2727

表2   MALDI-TOF质谱检测三个品种茶叶缩合单宁

Table 2    MALDI-TOF MS analysis of condensed tannins form leaves of three cuctivars of C.sinensis

注：N 表示未观测到。

质量，a、b 和 c 则分别代表了EC/C 和 EGC/GC 及棓

酰基的聚合度。从表 2 可以看出，茶叶缩合单宁的

MALDI-TOF质谱观测值与根据方程式m/z = 290 + 288a

+ 304b + 152c + 133 计算得到的数值没有差别或差别很

小，这表明上述猜想和事实相符。茶叶缩合单宁的基

本结构单元为EC/C 和 EGC/GC，它既包含EC/C 或

EGC/GC组成的均聚物，又含有EC/C和 EGC/GC及

棓酰基组成的杂聚物，结构十分复杂。

2.2.2 结构单元间的连接方式

仔细观测茶叶缩合单宁的质谱图(图 3)，发现了许

多包括理论离子峰在内的质荷比差值为2u 的序列，其

中大部分离子峰的质荷比要小于根据方程式 m / z =

458+456a+152b+133 计算得到的理论值。这种现象在

Krueger等的研究中也曾出现[16]，它不是在MALDI-TOF

质谱检测过程中因样品破碎或脱水产生的离子峰[18]，而

是源于结构单元之间连接方式的不同。

植物缩合单宁可以通过A、B两种方式形成多聚分

散物，前者以一个C－C键及一个C－O－C键的双连键

连接前后两个结构单元，后者则通过4 → 8 位(B 型)或

4→ 6 位的C－C键组成多聚物[7,13](图 1)。由于形成A型

连接比B 型连接多消耗 2 个氢原子，当聚合度不变时，

A型连接多的聚合物的Mr 也就要小于其他聚合物，这

表现在质谱图中就是所观测到的一系列差值为2u的对应

离子峰序列。从图 3 及表 2 的数据可知：本山、黄旦

和铁观音的缩合单宁中，存在A 型与 B 型两种连接方

式，而且相同聚合度的不同聚合物之间结构单元的连接

方式各不相同，但拥有A型连接的聚合物要少于拥有B

型连接的聚合物。

2.2.3 不同品种茶叶间缩合单宁的聚合度及聚合物的分布

作为一类结构复杂的高分子化合物，缩合单宁的聚

合度及聚合物的分布对植物单宁研究者探讨单宁的生物学

作用及单宁的经济开发具有重要的意义。由图2和表2可
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知，本山、黄旦和铁观音的缩合单宁都是以EC/C和EGC/

GC为结构单元的均聚物和杂聚物，每一聚体内的聚合物

都存在由于结构单元的不同或结构单元间连接方式不同产

生的差异。其中本山和黄旦的缩合单宁是从二聚体(m/z

999.24；999.26)到九聚体(m/z 2828.66；2728.60)分布的寡

聚和多聚物，但铁观音的缩合单宁中最高聚合度的聚合

物仅为八聚体(m/z 2440.70)。此外，三种茶叶缩合单宁

的质谱图中，离子峰强度最大的聚合物均为三聚体(m/z

999.24；999.26；999.26)。以上现象说明：本山和黄旦

缩合单宁的最高聚合度可能大于铁观音；三种茶叶的缩

合单宁主要以三聚体形式的寡聚物存在。
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