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　　摘要：以凤冈绿茶为原料，探讨并确定没食子酸、咖啡因、可可碱、ＥＧＣ、ＥＧＣＧ提取的最佳工艺条件。在甲醇浓

度、浸提温度、浸提时间、料液比４个单因素试验的基础上，采用 Ｌ９（３
４）正交试验设计和高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）检

测，以没食子酸、咖啡因、可可碱、ＥＧＣ、ＥＧＣＧ的浸出量为指标确定最佳工艺参数。结果表明，各有效成分的最佳提取
工艺条件为：甲醇浓度７０％，浸提温度６５℃，浸提时间４０ｍｉｎ，料液比为１∶３０（ｇ／ｍＬ）；此工艺条件下得到凤冈绿茶浸
提液中没食子酸、咖啡因、可可碱、ＥＧＣ、ＥＧＣＧ的浸出量分别为（１．５８±０．０６）、（４８．６２±１．０３）、（２０．３１±０．５６）、
（４４３６±０．６７）、（１３６．２８±１．３２）ｍｇ／ｇ，精密度、重复性和回收率的ＲＳＤ均小于５％。该结果可为凤冈绿茶的进一步
研究提供理论基础，也为开拓其茶保健产品提供参考依据。
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　　多酚类物质是茶叶中主要的功效成分，包括儿
茶素、黄酮醇及其配合物、无色花青素、酚酸及缩酚

酸等［１］，儿茶素类物质占茶多酚总量的 ６０％ ～
８０％，主要包括儿茶素（Ｃ）、表儿茶素（ＥＣ）、表没食
子儿茶素（ＥＧＣ）、表儿茶素没食子酸酯（ＥＣＧ）和表
没食子儿茶素没食子酸酯（ＥＧＣＧ）等单体物质，具
有抗氧化、抗突变、抗癌［２］、抗衰老、降血脂、抑菌和

抑制病毒等功效［３－４］。没食子酸是茶叶中一种重要

的酚酸类物质，可能与某些茶类的保健功效有密切

关系［５］。生物碱主要包括咖啡因、可可碱和茶

碱［６］，这些成分是茶汤重要的滋味物质［７－９］，在茶叶

的保健功效和分类品鉴上起到重要作用［１０］。茶叶

中的有效成分是评价和控制茶叶质量的标准，可以

快速鉴定茶叶品质［１１］。综合国内外对没食子酸、咖

啡因、可可碱、儿茶素等的检测方法分析得出［１２－１４］，

高效液相色谱法因其应用广泛、灵敏度高、精确度

好且技术成熟等成为主要的检测方法［１５－１８］。

武陵山片区生态条件优越，是优质茶叶的历史

产区，而且多以春茶采摘为主［１９］。贵州省遵义市凤

冈县茶叶生产已成为当地山区茶农的主要收入来

源［２０－２１］，但茶资源利用率不高，有关凤冈绿茶有效

成分的提取技术文献鲜有报道［２２］。本研究通过对

凤冈绿茶中的提取工艺条件进行优化，利用高效液

相色谱（ＨＰＬＣ）同时测定没食子酸、咖啡因、可可
碱、ＥＧＣ、ＥＧＣＧ的浸出量，为进一步研究凤冈绿茶
的保健功效提供理论依据，同时为武陵山片区凤冈

绿茶深加工产品的生产及产品质量控制提供数据

基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
没食子酸、咖啡因、可可碱、ＥＧＣ、ＥＧＣＧ均为分

析纯，购自成都德思特生物技术有限公司；甲醇、乙

腈、乙酸均为色谱纯，购自奥科生物技术有限公司；

凤冈绿茶，购自贵州省凤冈县娄山春茶叶专业合作

社；娃哈哈水，购自杭州娃哈哈集团有限公司。

１．２　主要仪器与设备
ＡｇｉｌｅｎｔＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ１２００高效液相色谱仪

（ＤＡＤ检测器）、ＬｉｃｈｒｏｓｐｈｅｒＣ１８反相柱（２５０ｍｍ×
４６ｍｍ，５μｍ），购自美国 Ａｇｉｌｅｎｔ公司；ＨＷＳ２８型
ＬＣＱ电热恒温水浴锅、ＢＷＳ－０５０５型恒温水槽水浴
锅，购自上海一恒科学仪器有限公司；ＤｏｒＹａｎｇＤＡ
型电子分析天平，购自渡扬精密仪器（上海）有限公

司；ＷＪＸ－２００型高速多功能粉碎机，购自上海缘沃
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工贸有限公司。

１．３　试验方法
１．３．１　茶粉的预处理　将茶叶在粉碎机中粉碎后
过 ４０目筛，称取一定质量的茶粉于５０ｍＬ离心管
中，加入预热过的浸提溶剂５ｍＬ，立即转入水浴中
浸提一定时间，冷却至室温，在１２０００ｒ／ｍｉｎ转速下
离心１０ｍｉｎ后收集上清液，重复浸提１次，合并所
得上清液。准确取上清液２ｍＬ于５ｍＬ容量瓶中，
稀释并定容至刻度，过０．２２μｍ膜，即为待测液。
１．３．２　高效液相色谱条件选择［２２－２３］　利用高效液
相色谱仪对待测液进行检测，流动相 Ａ：９０ｍＬ乙
腈、２０ｍＬ乙酸、２ｍＬ乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）溶液
（１０ｇ／Ｌ），去离子水定容至１Ｌ；流动相 Ｂ：８００ｍＬ
乙腈、２０ｍＬ乙酸、２ｍＬＥＤＴＡ溶液（１０ｇ／Ｌ），以去
离子水定容至１Ｌ，流动相Ａ、Ｂ液需过０．２２μｍ膜。
综合考虑测定波长为 ２７８ｎｍ、柱温 ３５℃、流速为
１０ｍＬ／ｍｉｎ，进液量为１０μＬ。待流速和柱温稳定，
基线跑平后，序列运行并作空白对照，测试液以峰

面积定量。梯度洗脱条件［２４］见表１。

表１　线性梯度洗脱条件

时间

（ｍｉｎ）
流动相Ａ
（％）

流动相Ｂ
（％）

流速

（ｍＬ／ｍｉｎ）

０ １００ ０ １．０

１０ １００ ０ １．０

１５ ６８ ３２ １．０

２５ ６８ ３２ １．０

３０ １００ ０ １．０

１．３．３　标准溶液的配制　将 ２５ｍＬＥＤＴＡ溶液
（１０ｇ／Ｌ）、２５ｍＬ抗坏血酸溶液（１０ｇ／Ｌ）、５０ｍＬ乙
腈以去离子水定容至５００ｍＬ，制得稳定溶液。准确
称取没食子酸标准品 ０．０２ｇ，以稳定溶液溶解于
１０ｍＬ容量瓶并定容至刻度，没食子酸标准储备液
浓度为２ｍｇ／ｍＬ；分别移取没食子酸储备液０、０．２、
０４、０．６、０．８、１．０ｍＬ于６个１０ｍＬ容量瓶中，用稳
定溶液溶解并定容至刻度，没食子酸标准品溶液浓

度分别为０、４０、８０、１２０、１６０、２００μｇ／ｍＬ。咖啡因、
可可碱、ＥＧＣ、ＥＧＣＧ标准品溶液配法同上。
１．３．４　提取工艺条件的单因素试验　（１）甲醇浓
度对提取工艺的影响。在料液比为１ｇ∶２５ｍＬ，浸
提温度为７０℃，浸提时间为３０ｍｉｎ，甲醇浓度（甲醇
水溶液）分别为０、６５％、７０％、７５％、８０％、８５％的条
件下，利用 ＨＰＬＣ检测没食子酸、咖啡因、可可碱、
ＥＧＣ、ＥＧＣＧ的浸出量。（２）浸提温度对提取工艺的

影响。在料液比为１ｇ∶２５ｍＬ，浸提时间为３０ｍｉｎ，
甲醇浓度为 ７０％，浸提温度分别为 ５５、６０、６５、７０、
７５℃ 的条件下，利用ＨＰＬＣ检测没食子酸、咖啡因、
可可碱、ＥＧＣ、ＥＧＣＧ的浸出量。（３）浸提时间对提
取工艺的影响。在料液比为１ｇ∶２５ｍＬ，甲醇浓度
为７０％，浸提温度为７０℃，浸提时间分别为１０、２０、
３０、４０、５０ｍｉｎ的条件下，利用ＨＰＬＣ检测没食子酸、
咖啡因、可可碱、ＥＧＣ、ＥＧＣＧ的浸出量。（４）料液比
对提取工艺的影响。在甲醇浓度为７０％，浸提温度
为７０℃，浸提时间为４０ｍｉｎ，料液比分别为１∶１５、
１∶２０、１∶２５、１∶３０、１∶３５（ｇ∶ｍＬ）的条件下，利用
ＨＰＬＣ检测没食子酸、咖啡因、可可碱、ＥＧＣ、ＥＧＣＧ
的浸出量。

１．３．５　正交试验设计　通过单因素试验结果分析
确定正交试验条件范围，选取甲醇浓度、浸提温度、

浸提时间、料液比作为工艺优化的响应值，工艺优

化试验选取甲醇浓度、浸提温度、浸提时间、料液比

４个因素进行Ｌ９（３
４）水平正交试验，分析各因素对

没食子酸、咖啡因、可可碱、ＥＧＣ、ＥＧＣＧ浸出量的影
响，以期获得没食子酸、咖啡因、可可碱、ＥＧＣ、ＥＧＣＧ
浸出量均高的组合，正交试验设计见表２。

表２　正交试验因素水平

水平
因素

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ

１ ７０ ６５ ３０ １∶２５

２ ７５ ７０ ４０ １∶３０

３ ８０ ７５ ５０ １∶３５

　　注：Ａ—甲醇浓度（％）；Ｂ—浸提温度（℃）；Ｃ—浸提时间

（ｍｉｎ）；Ｄ—料液比（ｇ∶ｍＬ）。

１．３．６　方法学考察　取１份待测茶样，按上述提取
工艺优化条件操作，ＨＰＬＣ连续测定５次，评价方法
的精密度；取同一批６份凤冈绿茶茶粉，按照上述提
取工艺优化条件处理，进行重复性考察，评价方法

的稳定性；在已知各组分浓度的茶粉中加入不同浓

度相对应的标准品，评价方法的回收率。精密度、

重复性及回收率均用相对标准偏差（ＲＳＤ）来衡量。
ＲＳＤ＝ｓ／ｘ×１００％。

式中：ｓ表示标准偏差；ｘ表示平均值。
１．４　数据分析

数据处理采用 Ｅｘｃｅｌ２０１６软件，制图采用
Ｏｉｇｉｎｐｒｏ８．０软件。每组试验重复３次，结果以平均
值作为最终的测量值（ＳＰＳＳ１６．０分析数据之间的
显著性差异）。
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２　结果与分析

２．１　标准曲线的绘制
在既定的高效液相色谱条件下，各标准溶液，

没食子酸、咖啡因、可可碱、ＥＧＣ、ＥＧＣＧ相应的峰面
积值（ｙ）与浓度（ｘ）的线性回归方程及相关系数见
表３。可知，没食子酸、咖啡因、可可碱、ＥＧＣ、ＥＧＣＧ
的浓度与对应峰面积呈良好的线性关系，其相关系

数均在０．９９９以上。
表３　标准品的线性方程及相关系数

组分 线性方程 相关系数（ｒ）

没食子酸 ｙ＝１１３４５．０ｘ－１２５．５７０ ０．９９９１

咖啡因 ｙ＝４４４２７．０ｘ＋１３７．４８０ ０．９９９４

可可碱 ｙ＝５９０２．６ｘ－７４．１４３ ０．９９９１

ＥＧＣ ｙ＝２８０７．４ｘ－１９．８５７ ０．９９９０

ＥＧＣＧ ｙ＝１２４０６ｘ－５４．９４３ ０．９９９３

２．２　单因素试验
２．２．１　甲醇浓度对提取工艺的影响　由图１可知，
随着甲醇浓度的增加，没食子酸、咖啡因、可可碱、

ＥＧＣ、ＥＧＣＧ的浸出量曲线先缓慢上升后趋于平缓，
其中没食子酸、咖啡因、可可碱、ＥＧＣ的增长趋势相
对于ＥＧＣＧ较为平缓。当甲醇浓度为０，即选择纯
水做浸提溶剂时，虽然能检测到各组分的浸出量，

但是检测量都比较低；当甲醇浓度为７０％时，ＥＧＣ、
ＥＧＣＧ含量达到最大值，这与国标法 ＧＢ／Ｔ８３１８—
２００８《食品添加剂　生姜（精）油（蒸馏）》里提取剂
为７０％甲醇的条件［２４］相一致。继续增加甲醇浓

度，各组分的浸出量略有下降，ＥＧＣ的下降程度明
显高于其他物质，可见甲醇浓度对 ＥＧＣ的影响较
大。经过综合考虑单因素结果，选择甲醇浓度为

７０％、７５％、８０％做正交试验设计。

２．２．２　浸提温度对提取工艺的影响　由图２可知，

在一定温度范围内，没食子酸、咖啡因、可可碱、

ＥＧＣ、ＥＧＣＧ的浸出量随着浸提温度的升高不断增
加，咖啡因、ＥＧＣ、ＥＧＣＧ的增长趋势较为明显；当浸
提温度达到７０℃时，ＥＧＣＧ浸出量达到最大值，为
１３０９５ｍｇ／ｇ即约占１３．１０％；在同样温度下浸提道
泉雅女茶ＥＧＣＧ含量最大为６．０４％［２５］，可见凤冈绿

茶中ＥＧＣＧ的含量相对较高；继续升高温度各组分
含量增长较为平缓且咖啡因、ＥＧＣ、ＥＧＣＧ略微有下
降趋势。究其原因，茶叶提取工艺过程其实是各组

分向浸提溶剂扩散的过程，随着温度的升高，扩散

速度逐渐提高，但当温度高于某个特定值后，ＥＧＣ、
ＥＧＣＧ易发生氧化作用，测定值略有降低，继续升高
温度对浸出量的影响不大。经过综合考虑单因素

结果，选择浸提温度６５、７０、７５℃做正交试验设计。

２．２．３　浸提时间对提取工艺的影响　由图３可知，
当浸提时间为１０ｍｉｎ时，各组分浸出量都较低；浸
提时间超过３０ｍｉｎ后，可可碱和没食子酸浸出量增
加缓慢；当浸提时间达到４０ｍｉｎ时，咖啡因、ＥＧＣ、
ＥＧＣＧ浸出量达到最大值，而后 ＥＧＣ、ＥＧＣＧ浸出量
均有明显的下降趋势，可能随着浸提时间延长，

ＥＧＣ、ＥＧＣＧ部分发生氧化作用，测定值降低。经过
综合考虑单因素结果，选择浸提时间３０、４０、５０ｍｉｎ
做正交试验设计。

２．２．４　料液比对提取工艺的影响　由图４可知，随
着浸提溶剂的增加，没食子酸、咖啡因、可可碱、

ＥＧＣ、ＥＧＣＧ的浸出量先缓慢增加后趋于稳定；当料
液比达到１ｇ∶２５ｍＬ时，咖啡因、ＥＧＣ、ＥＧＣＧ浸出
量达到最大值；继续添加浸提溶剂，各组分浸出量

变化不大。究其原因，茶粉中没食子酸、咖啡因、可

可碱、ＥＧＣ、ＥＧＣＧ的含量是一定的，当料液比到达
一定值后，各组分浸出量已达到最大值，继续添加

浸提溶剂，部分ＥＧＣ与ＥＧＣＧ由于高温发生氧化作

—２７１— 江苏农业科学　２０２１年第４９卷第１３期



用而使测定值偏低［２０］。经过综合考虑单因素结果，

选择料液比１ｇ∶２５ｍＬ、１ｇ∶３０ｍＬ、１ｇ∶３５ｍＬ做
正交试验设计。

２．３　正交试验设计
在Ｌ９（３

４）水平正交试验设计中进行 ４因素 ３

水平试验，正交试验结果见表４。可以看出，影响凤
冈绿茶中没食子酸浸出量的因素主次顺序为 Ｂ＞
Ｄ＞Ｃ＞Ａ，即浸提温度 ＞料液比 ＞浸提时间 ＞甲醇
浓度；最佳浸提组合为 Ａ２Ｂ３Ｃ３Ｄ１，即甲醇浓度
７５％，浸提温度 ７５℃，浸提时间 ５０ｍｉｎ，料液比
１ｇ∶２５ｍＬ。影响咖啡因浸出量的因素主次顺序为
Ｄ＞Ａ＞Ｃ＞Ｂ，即料液比 ＞甲醇浓度 ＞浸提时间＞
浸提温度；最佳浸提组合为 Ａ１Ｂ２Ｃ２Ｄ１，即甲醇浓度
７０％，浸提温度 ７０℃，浸提时间 ４０ｍｉｎ，料液比
１ｇ∶２５ｍＬ。影响可可碱浸出量的因素主次顺序为
Ａ＞Ｂ＞Ｃ＞Ｄ，即甲醇浓度 ＞浸提温度 ＞浸提时
间＞料液比；最佳浸提组合为 Ａ１Ｂ１Ｃ３Ｄ２，即甲醇浓
度７０％，浸提温度６５℃，浸提时间５０ｍｉｎ，料液比
１ｇ∶３０ｍＬ。影响ＥＧＣ浸出量的因素主次顺序为
Ａ＞Ｂ＞Ｃ＞Ｄ，即甲醇浓度 ＞浸提温度 ＞浸提时
间＞料液比；最佳浸提组合为 Ａ１Ｂ１Ｃ２Ｄ２，即甲醇浓

度７０％，浸提温度６５℃，浸提时间４０ｍｉｎ，料液比
１ｇ∶３０ｍＬ。影响ＥＧＣＧ浸出量的因素主次顺序为
Ｃ＞Ｂ＞Ａ＞Ｄ，即浸提时间 ＞浸提温度 ＞甲醇浓
度＞料液比；最佳浸提组合为 Ａ１Ｂ１Ｃ２Ｄ２，即甲醇浓
度７０％，浸提温度６５℃，浸提时间４０ｍｉｎ，料液比
１ｇ∶３０ｍＬ。

将甲醇浓度７０％增大到７５％，没食子酸浸出量
增加了０．０７ｍｇ／ｇ，可见其影响并不明显，故选取甲
醇浓度为７０％；在６５、７０、７５℃的浸提温度梯度内，
综合考虑各组分浸出量变化结果，选取浸提温度为

６５℃；浸提时间从４０ｍｉｎ延长至５０ｍｉｎ，没食子酸
和可可碱在浸提溶剂中的含量分别相对持平，故选

取浸提时间为 ４０ｍｉｎ；单独考虑 １ｇ∶２５ｍＬ到
１ｇ∶３５ｍＬ料液比的变化，没食子酸、咖啡因、可可
碱、ＥＧＣ、ＥＧＣＧ的浸出量变化很小，且可可碱、
ＥＧＣ、ＥＧＣＧ在料液比为１ｇ∶３０ｍＬ时取得较高浸
出量，故最终考虑选取料液比为１ｇ∶３０ｍＬ。综合
考虑选择浸提的最佳工艺组合为Ａ１Ｂ１Ｃ２Ｄ２，即甲醇
浓度７０％，浸提温度６５℃，浸提时间 ４０ｍｉｎ，料液
比１ｇ∶３０ｍＬ。
２．４　样品验证试验

对确定的最优浸提条件，即甲醇浓度为７０％、
浸提温度为 ６５℃、浸提时间为 ４０ｍｉｎ、料液比为
１ｇ∶３０ｍＬ，进行验证试验，测得没食子酸、咖啡因、
可可碱、ＥＧＣ、ＥＧＣＧ的浸出量分别为（１．５８±
００６）、（４８．６２±１．０３）、（２０．３１±０．５６）、（４４．３６±
０．６７）、（１３６．２８±１．３２）ｍｇ／ｇ。在优化工艺条件
下，凤冈绿茶中没食子酸、咖啡因、可可碱、ＥＧＣ、
ＥＧＣＧ的综合提取率相对较高。张俊英等的研究表
明浸提凤冈锌硒茶时甲醇浓度优化结果为７０％，这
与本研究部分结果［２２］相吻合。

２．５　方法学考察
由表５可以看出，对于精密度考察，ＨＰＬＣ检测

凤冈绿茶中没食子酸、咖啡因、可可碱、ＥＧＣ、ＥＧＣＧ
的相对标准偏差（ＲＳＤ）分别为 ０．５％、０．４％、
０８％、０．４％、０．５％，符合国标 ＧＢ５００９．１２—２０１７
中规定的精密度要求［２６］。对于重复性的考察，没食

子酸、咖啡因、可可碱、ＥＧＣ、ＥＧＣＧ的相对标准偏差
分别为０．６％、１．３％、１．６％、１．６％、１．２％，表明此
方法有较好的重复性。对于回收率的考察，没食子

酸、咖啡因、可可碱、ＥＧＣ、ＥＧＣＧ的相对标准偏差分
别为０．６％、１．５％、１．８％、２．３％、２３％，表明此方
法有较高的准确性。精密度、重复性和回收率的
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表４　正交试验设计及结果

试验编号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ
浸出量（ｍｇ／ｇ）

没食子酸（Ｙ１） 咖啡因（Ｙ２） 可可碱（Ｙ３） ＥＧＣ（Ｙ４） ＥＧＣＧ（Ｙ５）

１ １ １ ２ ３ １．４３±０．０４ａ ４８．５４±１．７８ａ ２０．７９±０．３１ａ ４４．５３±０．５６ａ １３４．９６±０．８１ａ

２ １ ２ ３ １ １．５７±０．０６ａ ４７．６３±２．３７ａ １９．５８±０．３１ａ ４３．２７±０．７８ａ １３２．１８±１．６３ａ

３ １ ３ １ ２ １．７５±０．０８ｂ ４６．３６±１．１６ａ １９．４６±０．２６ａ ４１．１９±１．０５ａ １３４．８５±１．１６ａ

４ ２ １ ３ ２ １．６１±０．０５ａ ４３．４５±０．７５ｂ １８．６５±０．５３ａ ４０．２８±１．１７ａ １３３．７６±２．０６ａ

５ ２ ２ ２ １ １．６２±０．０４ａ ４７．１１±０．７８ａ １６．４９±０．２８ｂ ３７．７６±０．６９ｂ １３５．５８±１．９５ａ

６ ２ ３ １ ３ １．６２±０．０９ａ ４５．６５±１．２３ｂ １５．５２±０．０７ｂ ３６．５９±０．７６ｂ １３０．２９±１．８８ａ

７ ３ １ １ ２ １．４８±０．０８ｂ ４３．５１±１．１５ａ １６．６９±０．２８ａ ３９．１２±１．１３ａ １３３．３５±１．３６ａ

８ ３ ２ ２ ３ １．５６±０．０６ａ ４５．８８±０．４３ａ １７．１１±０．２５ａ ３９．０３±０．８５ａ １３２．４８±０．３８ａ

９ ３ ３ ３ １ １．７１±０．０８ｂ ４６．３９±０．７２ａ １７．２８±０．３３ａ ３７．３６±０７７ｂ １２８．３９±０．７３ｂ
Ｙ１ Ｋ１ ４．７５ ４．５２ ４．８５ ４．９０

Ｋ２ ４．８５ ４．７５ ４．６１ ４．８４
Ｋ３ ４．７５ ５．０８ ４．８９ ４．６１

Ｒ ０．１０ ０．５０ ０．２２ ０．２３
Ｙ２ Ｋ１ １４２．５３ １３５．５０ １３５．５２ １４１．１３

Ｋ２ １３６．２１ １４０．６２ １４１．５３ １３３．３２
Ｋ３ １３５．７８ １３８．４０ １３７．４７ １４０．０７

Ｒ ６．７５ ５．１２ ６．０１ ７．８１
Ｙ３ Ｋ１ ５９．８３ ５６．１３ ５１．６７ ５３．３５

Ｋ２ ５０．６６ ５３．１８ ５４．３９ ５４．８０
Ｋ３ ５１．０８ ５２．２６ ５５．５１ ５３．４２

Ｒ ９．１７ ３．８７ ３．８４ １．４５
Ｙ４ Ｋ１ １２８．９９ １２３．９３ １１６．９０ １１８．３９

Ｋ２ １１４．６３ １２０．０６ １２１．３２ １２０．５９
Ｋ３ １１５．５１ １１５．１４ １２０．９１ １２０．１５

Ｒ １４．３６ ８．７９ ４．４２ ２．２０
Ｙ５ Ｋ１ ４０１．９９ ４０２．０７ ３９８．４９ ３９６．１５

Ｋ２ ３９９．６３ ４００．２４ ４０３．０２ ４０１．９６
Ｋ３ ３９４．２２ ３９３．５３ ３９４．３３ ３９７．７３

Ｒ ７．７７ ８．５４ ８．６９ ５．８１

　　注：同列数据后不同小写字母表示检验后差异显著（Ｐ＜０．０５）。

表５　方法学考察

组分
相对标准偏差（％）

精密度 重复性 回收率

没食子酸 ０．５±０．０１ ０．６±０．０２ ０．６±０．０２

咖啡因 ０．４±０．０２ １．３±０．０１ １．５±０．０３

可可碱 ０．８±０．０１ １．６±０．０２ １．８±０．０４

ＥＧＣ ０．４±０．０２ １．６±０．０１ ２．３±０．０３

ＥＧＣＧ ０．５±０．０２ １．２±０．０１ ２．３±０．０５

ＲＳＤ均小于５％，表明仪器精密度良好，方法重复性
好，结果准确性高［２２］。

３　结论

本研究在单因素试验的基础上，采用 Ｌ９（３
４）正

交试验设计对凤冈绿茶中没食子酸、咖啡因、可可

碱、ＥＧＣ、ＥＧＣＧ的提取工艺条件进行了优化，确定
凤冈绿茶中没食子酸、咖啡因、可可碱、ＥＧＣ、ＥＧＣＧ
的最佳浸提工艺参数：甲醇浓度为７０％、浸提温度
为６５℃、浸提时间为４０ｍｉｎ、料液比为１ｇ∶３０ｍＬ。
在此优化工艺条件下，ＨＰＬＣ测得没食子酸、咖啡
因、可可碱、ＥＧＣ、ＥＧＣＧ的浸出量分别为（１．５８±
００６）、（４８．６２±１．０３）、（２０．３１±０．５６）、（４４．３６±
０．６７）、（１３６．２８±１．３２）ｍｇ／ｇ。该结果表明，通过
对其提取工艺条件进行优化，相比较凤冈锌硒

茶［２２］，凤冈绿茶中没食子酸、咖啡因、可可碱、ＥＧＣ、
ＥＧＣＧ溶出更彻底。精密度、重复性和回收率的
ＲＳＤ均小于５％，表示该方法测定效果良好，结果准
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确有效，可为更全面地反映凤冈绿茶品质提供一定

的数据基础，同时为进一步研究相关茶保健品提供

理论依据，对提高凤冈绿茶的利用率具有重要意义。
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中儿茶素、酚酸及生物碱［Ｊ］．中国卫生检验杂志，２０１３，２３

（１６）：３１６７－３１６９．

［１１］王　伟，季晓晖，李秀峰，等．ＨＰＬＣ法同时测定茶叶中多酚、咖

啡因和维生素Ｃ［Ｊ］．分析试验室，２０１４，３３（１２）：１４４３－１４４６．

［１２］高　俊，夏　涛，朱　博，等．ＨＰＬＣ－ＰＤＡ对茶叶中茶氨酸、儿

茶素和生物碱的同时分离检测研究［Ｊ］．安徽农业大学学报，

２００８，３５（３）：３２４－３２８．

［１３］凌　云，赵云峰，李志军，等．茶叶及茶饮料中儿茶素和咖啡因

的多组分ＨＰＬＣ分析方法［Ｊ］．卫生研究，２００５，３４（２）：１８７－

１９０．　

［１４］李银花，李　娟，龚　雪，等．高效液相色谱法同时测定茶叶中

８种儿茶素、３种嘌呤碱和没食子酸［Ｊ］．食品科学，２０１１，３２

（１８）：２１４－２１７．

［１５］黄　鸿，夏晓艳，赵余庆．茶叶中茶氨酸、咖啡因和茶碱检测方

法的研究进展［Ｊ］．沈阳药科大学学报，２０１８，３５（８）：６９６－

７０６．　

［１６］彭　静，孙威江．茶汤中儿茶素与生物碱测定的 ＨＰＬＣ法及其

优化［Ｊ］．南方农业，２０１７，１１（１３）：１－６．

［１７］王丽丽，陈　键，宋振硕，等．茶叶中没食子酸、儿茶素类和生物

碱的 ＨＰＬＣ检测方法研究［Ｊ］．福建农业学报，２０１４，２９（１０）：

９８７－９９４．　

［１８］马海建，王利娟，江晨舟，等．固相萃取 －高效液相色谱法测定

保健食品中８种皂苷化合物含量［Ｊ］．江苏农业学报，２０２０，３６

（３）：７４３－７５０．

［１９］李赛君．湖南武陵山片区优质茶叶产业建设的思考［Ｊ］．茶叶

通讯，２０１３，４０（２）：２４－２６．

［２０］彭福元．武陵山区宜茶的农业地质背景分析［Ｊ］．湖南农业科

学，２００６（３）：５５－５６．

［２１］常硕其，张亚莲，李赛君，等．优质绿茶生产的理论与实践Ⅱ优

质绿茶品种［Ｊ］．茶叶通讯，２００８，３５（３）：１６－２０．

［２２］张俊英，冯发青，李　霞，等．ＨＰＬＣ法对凤冈锌硒茶中九种品

质成分的同时测定［Ｊ］．湖北农业科学，２０１４，５３（１７）：４１７５－

４１７８．　

［２３］中华全国供销社合作总社杭州茶叶研究院．茶　咖啡碱测定：

ＢＧ／Ｔ８３１２—２０１３［Ｓ］．北京：中国标准出版社，２０１３．

［２４］中华全国供销社合作总社杭州茶叶研究院．茶叶中茶多酚和儿

茶素类含量的检测方法：ＢＧ／Ｔ８３１３—２００８［Ｓ］．北京：中国标

准出版社，２００８．

［２５］郑　琳，高世伟．道泉雅女茶中茶多酚和 ＥＧＣＧ的提取工艺研

究［Ｊ］．安徽农业科学，２０１５，４３（３３）：１３３－１３６．

［２６］中华人民共和国国家卫生和计划生育委员会．食品安全国家标

准　食品中铅的测定：ＧＢ／Ｔ５００９．１２—２０１７［Ｓ］．北京：中国标

准出版社，２０１７．
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