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分虽相同质量浓度下对酪氨酸酶抑制活性与熊果苷

接近，但由于其得膏率较低，不作选择，考虑到成本

问题遂选择无患子提取物通过大孔树脂Ｄ１０１、７０％
乙醇洗脱方法对无患子提取物进行富集纯化。纯化

后无患子总皂苷提取物利用效率更高，对酪氨酸酶

抑制活性更强，能更好地发挥无患子的美白功效。
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ＨＰＬＣ法评价储存温度对茶叶
中３种儿茶素含量的影响

赵癑琪，郝婧玮，王　颖
（牡丹江师范学院生命科学与技术学院，黑龙江牡丹江１５７０１１）

　　摘要：利用高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法研究不同储存温度对茶叶中儿茶素（Ｃ）、表没食子儿茶素没食子酸酯
（ＥＧＣＧ）以及表儿茶素（ＥＣ）含量的影响。以Ｖ甲醇∶Ｖ水 ＝１５∶８５为流动相等度洗脱，进样体积为１０μＬ，柱温为３０℃，

检测波长为２７８ｎｍ。结果表明，儿茶素、表没食子儿茶素没食子酸酯以及表儿茶素３种单体质量浓度分别在０．１～
３２ｍｇ／ｍＬ（ｒ＝１）、０．１～３．２ｍｇ／ｍＬ（ｒ＝０．９９９９）、０．１～３．２ｍｇ／ｍＬ（ｒ＝０．９９９６）范围内与峰面积呈良好的线性关系。
儿茶素、表没食子儿茶素没食子酸酯、表儿茶素在５℃储存温度下含量最高，分别为０．０１２４、０．８０５０、０．１５４７ｍｇ／ｇ；
９５℃下含量最低，分别为０．００１８、０．１４７１、０．０２６６ｍｇ／ｇ。表明５℃是茶叶的最适储存温度。
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　　我国是世界上最早发现和应用茶叶的国家，在
古代，很早就有神农尝百草，得荼而解之的传说，其

中荼就是茶叶［１］，而绿茶正是受大家欢迎的茶叶之

一。由于产地、采摘季节及采摘要求、加工方式等

的不同，茶叶的种类很多。从大类上可以分为白

茶、绿茶、红茶、普洱茶、乌龙茶等，其中绿茶主要是

以茶树的新叶和枝芽为原料，未经过任何发酵工

序，但经过一系列杀青、整形、烘干等典型工艺过程

制作而成的茶叶。

绿茶中含有大量的儿茶素（Ｃ）、咖啡碱以及少
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量的叶绿素、维生素、氨基酸等营养成分。儿茶素

是类黄酮化合物［２］，它具有抗氧化［３］、抗菌消炎、抗

病毒、预防癌症［４］以及调节免疫系统、降血脂、降胆

固醇等一系列药理作用。

随着研究的深入和新产品的不断开发，绿茶中

的儿茶素在食品、日用化妆品、精细化工、医药保健

等不同领域得到了广泛的应用［５］。茶叶的主要功

能性成分是茶多酚（ＴＰ），它是茶叶中主要抗氧化物
质，约占茶叶干质量的１５％ ～４５％。茶多酚中大部
分为黄烷醇，通常称之为儿茶素［６］，儿茶素是一种

复合化合物，也是茶树次生代谢物的重要组成成

分，使茶叶充分发挥了其保健功能。它由多种单体

物质构成，目前已确认的单体就有２０多种。儿茶素
主要的有效成分有４种，分别是表没食子儿茶素没
食子酸酯（ＥＧＣＧ）、表没食子儿茶素（ＥＧＣ）、表儿茶
素没食子酸酯（ＥＣＧ）、表儿茶素（ＥＣ）［７］。在儿茶
素类物质中表没食子儿茶素没食子酸酯和表儿茶

素没食子酸酯为主要有效成分，其中 ＥＧＣＧ含量最
高，占儿茶素总含量的５０％左右［８］。茶叶中各有效

成分的结构见图１。

　　儿茶素是构成绿茶功效和品质的必不可少的
化学成分，它的含量决定了绿茶品质好坏，所以对

儿茶素、表没食子儿茶素没食子酸酯、表儿茶素、表

没食子儿茶素、表儿茶素没食子酸酯的提取进行研

究，将有助于天然抗氧化剂的开发。茶叶在储存期

间，其内含物质受环境的影响，会发生各种各样的

变化，从而导致茶叶的感官质量指标降低。几十年

来，许多科学家对儿茶素的基本特性、组成及其基

本的生化动态和检测方法等开展了研究并获得了

不少的成就，为茶叶生化研究奠定了基础［９－１３］。许

多研究表明，酯型儿茶素是茶叶抗癌的重要组

分［１４－１６］，可抑制癌细胞生长和诱导癌细胞分化和凋

亡，具有很强的抗癌作用，并具有很强的抗氧化、抗

辐射、抗突变、抗高血脂、降血压、抗血小板凝集、抗

糖尿病、抗过敏和降低香烟毒害、除臭、杀菌、抑制

病毒等功效，是茶多酚具有生理活性和广阔用途的

关键组分［１７－１８］。酯型儿茶素影响着茶叶饮料的

品质［１９－２０］。

本试验以绿茶为原料，利用高效液相色谱

（ＨＰＬＣ）法对其在不同储存温度条件下儿茶素的含
量进行比较研究，以期为探求绿茶储存的最适宜温

度提供依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
本试验选用的是超市随机购买的绿茶。无水

乙醇、色谱级甲醇（沈阳市民联化工有限公司）；超

纯水；蒸馏水；２６９５高效液相色谱仪、Ｃ１８色谱柱［沃
特世科技（上海）有限公司］；ＧＭ－０．３３Ａ隔膜真空
泵（天津市津腾实验设备有限公司）；ＳＢ－５２００ＤＴＮ
型台式数控超声波清洗仪（宁波新芝生物科技有限

股份公司）；台式离心机（美国贝克曼公司）；电子天

平（上海天美天平仪器有限公司）；恒温干燥箱（上

海－恒科学仪器有限公司）；２５ｍＬ量筒；５０ｍＬ锥
形瓶；２５ｍＬ烧杯；离心管；玻璃棒；电热恒温水浴
锅；１００、１０００μＬ移液枪；进样瓶；抽滤瓶；移液管。
１．２　试验方法

本试验利用高效液相色谱法研究不同储存温

度对茶叶中儿茶素、表没食子儿茶素没食子酸酯以

及表儿茶素含量的影响。

１．２．１　样品溶液的制备　取２．００００ｇ茶叶置于不
同的温度（－１５、－５、５、１５、３５、５５、７５、９５℃）下放置
５ｄ，然后将其分别置于５０ｍＬ锥形瓶中，分别加入
配制好的甲醇溶液 ２０ｍＬ，用玻璃棒充分搅拌均匀
后，移入超声波清洗机中，超声提取３０ｍｉｎ。取出锥
形瓶，冷却至室温后，用移液枪吸取浸提液于量筒

中，全部吸取后测其体积，分别进行记录。用移液

枪分别取不同储存温度的浸提液１ｍＬ于离心管中
并标号，放在离心机中，在４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ下离
心２０ｍｉｎ，用移液枪取上清液于进样瓶中，制得
样品。

１．２．２　色谱检测条件　色谱柱：Ｃ１８色谱柱，粒径
５μｍ，２５０ｍｍ×４．６ｍｍ；进样量：１０μＬ；流动相：
Ｖ甲醇∶Ｖ水 ＝１５∶８５；柱温：３０℃；检测波长：２７８ｎｍ；
检测器：２９９８ＰＤＡ紫外检测器。每次检测完成后，
系统平衡３０ｍｉｎ，重复进样，并计算峰面积。
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１．２．３　标准曲线的绘制　儿茶素标准曲线的绘制：
配制０．１～３．２ｍｇ／ｍＬ不同浓度的儿茶素标准溶
液，以等度的条件放置在高效液相色谱仪中，测定

不同溶液浓度情况下儿茶素的积峰面积。以积峰

面积为纵坐标，儿茶素浓度为横坐标，绘制标准

曲线。

表没食子儿茶素没食子酸酯标准曲线的绘制：

配制０．１～３．２ｍｇ／ｍＬ不同浓度的没食子儿茶素没
食子酸酯标准溶液，以等度的条件放置在高效液相

色谱仪中，测定不同溶液浓度情况下没食子儿茶素没

食子酸酯的积峰面积。以积峰面积为纵坐标，表没食

子儿茶素没食子酸酯浓度为横坐标，绘制标准曲线。

表儿茶素的标准曲线的绘制：配制 ０．１～
３．２ｍｇ／ｍＬ不同浓度的表儿茶素标准溶液，以等度
的条件放置在高效液相色谱仪中，测定不同溶液浓

度情况下表儿茶素的积峰面积。以积峰面积为纵

坐标，表儿茶素浓度为横坐标，绘制标准曲线。

１．２．４　精密度试验　取同一份样品试液，连续进样
５次，测得儿茶素、表没食子儿茶素没食子酸酯、表
儿茶素的峰面积的相对标准偏差（ＲＳＤ）分别为
１３０％、０．８２％、１．５０％，表明仪器精密度良好。
１．２．５　重复性试验　精确称取６份质量为０．５ｇ
的茶叶样品，并按“１．２．１”节中的方法制备供试品
溶液，取１０μＬ进样，测得儿茶素、表没食子儿茶素
没食子酸酯、表儿茶素３种单体的平均含量分别为
０．５６％、２．８２％、２．０３％，ＲＳＤ分别为１．３％、１．４％、
１．６％，说明这种操作方法重复性良好。
１．２．６　稳定性试验　取样品溶液配制成浓度为对
照品溶液 ８０％、１００％、１２０％（分别为低、中、高浓
度）的溶液，分别在０、６、１２、１８、２４ｈ进样分析。结
果表明，儿茶素低、中、高３种浓度峰面积 ＲＳＤ分别
为１．２％、１．３％、１．３％，表没食子儿茶素没食子酸
酯低、中、高 ３种浓度峰面积 ＲＳＤ分别为 １．３％、
１．８％、１．４％，表儿茶素低、中、高 ３种浓度峰面积
ＲＳＤ分别为１．３％、１．８％、１．５％，表明样品溶液放
置２４ｈ稳定，能够满足测定要求。
１．２．７　加样回收率试验　准备制备已知含量的样
品适量，精确称量后，分别加入标准品适量，按

“１２５”节溶液的制备方法，制备加样供试品溶液，
分别进样６次，观察３种单品（儿茶素、表没食子儿茶
素没食子酸酯、表儿茶素）的峰面积，计算 ＲＳＤ及平
均回收率，其平均回收率分别为９９．１７％、９９．２５％、
９９．２２％，ＲＳＤ分别为１．０８％、１．２２％、０．７８％。

２　结果与分析

２．１　儿茶素的标准曲线建立
以积峰面积为纵坐标，儿茶素含量为横坐标，

二者的线性回归方程为 ｙ＝６．６×１０６ｘ－２８８３５．８，
相关系数 ｒ＝１，说明儿茶素标准品在 ０．１～
３．２ｍｇ／ｍＬ范围内，峰面积与儿茶素含量呈良好的
线性关系（图２）。

２．２　表没食子儿茶素没食子酸酯的标准曲线建立
以积峰面积为纵坐标，表没食子儿茶素没食子

酸酯含量为横坐标，二者的线性回归方程为 ｙ＝
１．３×１０７ｘ－７４６６８０．９，相关系数ｒ２＝０．９９９９，说明
表没食子儿茶素没食子酸酯标准品在 ０．１～
３．２ｍｇ／ｍＬ范围内，峰面积与表没食子儿茶素没食
子酸酯含量呈良好的线性关系（图３）。

２．３　表儿茶素的标准曲线建立
以积峰面积为纵坐标，表儿茶素含量为横坐

标，二者的线性回归方程为 ｙ＝４．０×１０６ｘ＋
１６６６１８．３，相关系数 ｒ＝０．９９９６，说明表儿茶素标
准品在０．１～３．２ｍｇ／ｍＬ范围内，峰面积与表儿茶
素含量呈良好的线性关系（图４）。
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２．４　储存温度对茶叶中儿茶素含量的影响
由图５可知，储存温度为５℃时，儿茶素的含量

最多，为０．０１２４ｍｇ／ｇ。随着温度的升高或降低，儿
茶素的含量均呈现不同程度的下降趋势。从５℃到
－１５℃，儿茶素的含量从 ０．０１２４ｍｇ／ｇ降为
０．００６７ｍｇ／ｇ；存储温度从５℃到１５℃，儿茶素的
含量从０．０１２４ｍｇ／ｇ急剧下降为０．００２５ｍｇ／ｇ；从
１５℃到９５℃，儿茶素的含量下降趋势平缓，９５℃时
儿茶素含量为０．００１８ｍｇ／ｇ。

２．５　储存温度对茶叶中表没食子儿茶素没食子酸
酯含量的影响

由图６可知，储存温度在５℃时，表没食子儿茶
素没食子酸酯的含量最多，为０．８０５０ｍｇ／ｇ。随着
温度的升高或降低，表没食子儿茶素没食子酸酯的

含量均呈现不同程度的下降趋势。从 ５℃到

－１５℃，表没食子儿茶素没食子酸酯的含量从
０８０５０ｍｇ／ｇ降为０．６２５６ｍｇ／ｇ，从５℃到１５℃，
表没食子儿茶素没食子酸酯的含量从０．８０５０ｍｇ／ｇ
急剧下降为０．２１５７ｍｇ／ｇ；从１５℃到９５℃，表没食
子儿茶素没食子酸酯的含量下降趋势平缓，９５℃时
含量为 ０．１４７１ｍｇ／ｇ。

２．６　储存温度对茶叶中表儿茶素含量的影响
由图７可知，储存温度为５℃时，表儿茶素含量

最高，为０．１５４７ｍｇ／ｇ。随着温度的升高或降低，表
儿茶素的含量均呈现不同程度的下降趋势。从５℃
到 －１５℃，表儿茶素的含量从０．１５４７ｍｇ／ｇ降为
０．１２９６ｍｇ／ｇ；从５℃到１５℃，表儿茶素的含量从
０．１５４７ｍｇ／ｇ急剧下降为０．０４１１ｍｇ／ｇ；从１５℃到

９５℃，表儿茶素的含量下降趋势平缓，９５℃时含量
为 ０．０２６６ｍｇ／ｇ。

３　讨论与结论

储存温度从－１５℃到９５℃，儿茶素、表没食子
儿茶素没食子酸酯以及表儿茶素的含量呈先上升

后下降的趋势，其中，在５℃储存温度下含量最高，
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９５℃下含量最低。本研究表明，随着储存温度的升
高，可导致其浓度和含量的差异。

储存温度对儿茶素提取率的影响如下。（１）储
存温度升高可以加快传质过程，有利于有效成分的

溶出，短时间内即可达到固液均衡，从而提高儿茶

素的浸提率［２１－２２］；（２）储存温度的升高会加速儿茶
素的氧化，使其有效成分含量降低，进而降低其产

率［２３］。由此可见，儿茶素、表没食子儿茶素没食子

酸酯以及表儿茶素的含量在其他条件相同的情况

下，储存温度为５℃时达到最大值，之后随着储存温
度的增加逐渐降低，在储存温度为９５℃时达到最小
值。在日常的茶叶储存过程中，应避免温度过高或

过低，以免导致茶叶中的有效成分含量降低。将茶

叶避光保存在５℃左右条件下，其有效成分含量最
高。本试验中的研究方法简单并且易于操作，所用

的主要药品甲醇为常规试剂，成本偏低，而且对环

境污染较少，儿茶素、表没食子儿茶素没食子酸酯

以及表儿茶素的提取率也相对较高，表明本试验中

工艺方法有较高的市场应用前景和参考价值。
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