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摘要!以紫芽茶树品种"系#紫娟%自选
,+&<

%红芽佛手%安
(<

新梢为研究对象$以
<

种植物花色苷为外标$建立同时检测

紫芽茶树中多种花色苷的
c$UC

分析方法!结果显示'茶叶

经酸性
+&B

乙醇回流提取后$以正己烷
$

乙酸乙酯
$

水体积

比为
'

$

'

$

%

的混合溶剂脱脂$采用
C

'+

色谱柱$以乙腈和

&9%B

磷酸超纯水作流动相梯度洗脱$有机相洗脱梯度为'

&

&

;;.04

%

'&B

&

=&B

$流速
&9+.U

*

.04

$柱温
<&\

$紫外

检测波长
;%&4.

$各花色苷组分可有效分离$标准曲线相关

系数均
)

&9,,

$线性范围为
;9&&

&

(;9&&

#

5

*

U

$该方法精密

度%重复性良好$稳定性相对标准偏差值
-

'&B

$加标回收率

为
(;B

&

++B

&

=

种紫芽茶树样品中的
(

种主要花色苷组分

均得到有效分离!该方法具有快速%灵敏%准确%成本低的特

点$同时是一种可用于同时检测分析紫芽茶树中多种花色苷

组分的分析方法!

关键词!茶叶&花色苷&

c$UC

&检测&富集特性
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花色苷是植物的主要呈色物质%

'

&

(花色苷在茶树中具

有普遍性'是茶树抗逆生理的表现形式之一%

%

&

(花色苷具有

很好的生物活性%

<

&

'成为近年茶叶功能成分研究的热点(茶

树芽叶中花色苷分析方法迄今还没有标准'参照其他植物花

色苷分析方法%

=

&

'其定性分析方法主要有纸层析+薄层层析+

紫外
*

可见吸收光谱%

;

&等$定量分析方法主要有单一
N

c

值

法+差减法+

N

c

示差法及高效液相色谱法等%

)̀ (

&

(在众多方

法中'高效液相色谱法具有高灵敏度+分析速度快等突出优

点'且能与其他分析设备联用'如
-O/

%

+

&

+

C3/4KM/

%

,

&等都曾

建立高效液相色谱与其他设备谱联用的方法来分析植物中

的花色苷(

E/P/.:G:

等%

'&

&也使用
c$UC

分析哈斯卡普茶

花色苷含量(

U@@

等%

''

&用
N

c

示差法和
c$UC

同时分析了

含有花色苷的果汁'建立了
%

种分析方法的相关性(中国高

效液相色谱分析植物中花青素也有应用'如张芳轩%

'%

&

+江连

洲%

'<

&

+李琪%

'=

&

+徐学玲%

';

&等分别用
c$UC

分析了黑米种皮+

()



紫甘薯+酿酒葡萄+紫色小白菜中花色苷组分'说明高效液相

色谱是当下较为普遍的分析植物花色苷的方法(

茶叶花色苷的高效分析方法一直在探索中'也有人用

c$UC

分析茶叶中花色苷组分'龚加顺等%

')

&采用
c$UC

分

析茶叶中花色苷'初步探究了
c$UC

分析茶叶花色苷组分(

但目前的分析大都是以单一矢车菊为标准品'分析单一的茶

树品种(本研究针对上述问题'拟以
<

种花色苷外标为标准

品'建立同时分析多种紫芽茶树花色苷组分的
c$UC

分析方

法'以期为指导紫芽茶树花色苷组分分析+高纯单体的分离

鉴定提供基础(

'

!

材料与方法
'9'

!

材料

茶样"紫娟+自选
,+&<

+红芽佛手+安
(<

'湖南农业大学

长安实践教学基地茶树资源圃和湖南省茶叶研究所高桥茶

树资源圃'采摘标准为一芽三叶(茶梢冷冻干燥后制成干

粉'塑料袋密封后保存于冰箱中'备用(

'9%

!

试剂及仪器设备

'9%9'

!

药品试剂

乙腈+磷酸+甲醇+无水乙醇"分析纯'天津市恒兴化学试

剂制造有限公司$

乙腈+甲醇"色谱纯'天津市恒兴化学试剂制造有限

公司$

标准品矢车菊素
*<*-*

葡萄糖苷+天竺葵素
*<*

葡萄糖苷"

北京谱析科技有限公司$

飞燕草素
*

葡萄糖苷"西宝生物科技!上海#股份有限

公司$

超纯水"自制$

酸性乙醇水溶液!

+;.U

无水乙醇加
';.U'B

盐酸

水#"自配(

'9%9%

!

仪器设备

旋转蒸发器"

ES*%&&&

型'上海亚荣生化仪器厂$

高效液相色谱仪"

UC*%&Q

型'日本岛津公司$

茶叶揉捻机"

=&

型'浙江上洋机械股份有限公司$

水浴锅"

XES*%*+

型'北京国华医疗器械厂$

冷冻干燥机"

WbXTUSbX*%<&

型'美国
Z3@M.:#083@M

E20@AG0J02

公司(

'9<

!

方法

'9<9'

!

样品花色苷的提取与纯化
!

参照文献%

'(

&

'+

&和预

试验结果'采用回流提取的方法提取紫芽茶树一芽三叶干粉

中的花色苷'提取条件为
+&B

乙醇!添加
'B

冰乙酸水#+

'

$

;&

!

5

*

.U

#料液比+

+&\

下回流提取
)&.04

'过滤取滤液'并

依次用配比为正己烷
$

乙酸乙酯
$

水
h'

$

'

$

%

!体积比#的

溶剂萃取脱脂至有机层无色(水层低温旋转蒸发浓缩'用甲

醇定容至
%.U

'

&9=;

#

U

有机滤膜过膜'装入进样瓶中待

c$UC

分析(

'9<9%

!

标准品溶液的配制
!

分别取
'.

5

<

种花色苷标准品'

分别用甲醇溶解定容至
'&.U

$每种标准品溶液各吸取
'.U

混合定容至
'&.U

'混合均匀'得到混合标准溶液'备用(

'9<9<

!

茶树紫芽花色苷
c$UC

分析方法的建立
!

!

'

#检测波长的确定"根据文献%

',

&'用紫外分光光度

计对
<

种标准品溶液进行全波长扫描'选择最适合的分析

波长(

!

%

#流动相的优化"根据文献%

%&

&'控制有机相洗脱梯

度为
&

&

;;.04

+

'&B

&

=&B

'流速
&9+.U

*

.04

'柱温
<&\

和紫外检测波长
;%&4.

等其他色谱条件不变'按照表
'

方

案'选用的流动相不同配比'分析比较流动相对样品分离度

及柱效的影响(

表
'

!

不同流动相设计方案

Z/A1@'

!

X@80

5

48:JK0JJ@M@4G.:A01@

N

3/8@8

组别 水相 有机相

方案
'

水 甲醇

方案
%

水 乙腈

方案
< &9%B

磷酸水
;&B

乙腈水

方案
= &9%B

磷酸水 乙腈

!!

!

<

#洗脱梯度的调节"根据文献%

(

&'以乙腈和
&9%B

磷酸

超纯水作流动相梯度洗脱'控制流速
&9+ .U

*

.04

'柱温

<&\

'紫外检测波长
;%&4.

等色谱条件不变'按表
%

方案'

分析不同洗脱梯度下的样品分离度及柱效情况'选择最优的

洗脱梯度(

表
%

!

不同洗脱程序设计方案

Z/A1@%

!

X@80

5

48:JK0JJ@M@4G@1IG0:4

N

M:2@KIM@8

组别 时间*
.04

有机相比率*
B

方案
' &

&

=& '&

&

)&

方案
% &

&

=& '&

&

;&

方案
< &

&

); '&

&

;&

方案
= &

&

;; '&

&

=&

!!

!

=

#流速的选择"根据文献%

%&

&'以乙腈和
&9%B

磷酸超

纯水作流动相梯度洗脱'控制有机相洗脱梯度为
&

&

;;.04

+

'&B

&

=&B

'柱温
<&\

'紫外检测波长
;%&4.

等其他色谱

条件不变'分析流速!

&9+

'

'9&

'

'9%.U

*

.04

#对样品分离度及

柱效的影响(

!

;

#柱温的选择"根据文献%

%&

&'以乙腈和
&9%B

磷酸超

纯水作流动相梯度洗脱'控制有机相洗脱梯度为
&

&

;;.04

+

'&B

&

=&B

'流速
&9+.U

*

.04

'紫外检测波长
;%&4.

等其

他色谱条件不变'分析柱温!

%&

'

%;

'

<&\

#对样品分离度及

柱效的影响(

'9<9=

!

方法学考察

!

'

#标准曲线的制作"将
'9<9%

配制好的混合标准品溶

液过膜'用
'9<9<

中获得的最优色谱条件分别进样
;

'

'&

'

';

'

%&

'

%;

'

;&

#

U

'绘制标准曲线(

!

%

#精密度分析"分别配制
<

种标准品'分别在最优色谱

条件下同日内
;

个不同时间点进行进样分析'由测得的面积

!

Q

#计算标准偏差!

EX

#和相对标准偏差!

DEX

#'获得日内精

密度值(

+)

安全与检测
!

%&'+

年第
%

期



!

<

#重复性分析"按
'9<9'

的方法'

=

种紫芽茶树用同一

批茶样制备
)

份不同花色苷提取液在最优色谱条件下进样'

由测得的面积!

Q

#计算相对标准偏差!

DEX

#'分析重复性(

!

=

#稳定性分析"配制
<

种标准品的混合标准溶液'室温

静置'分别于
&

'

%

'

=

'

)

'

+

'

'%

'

%=3

进样'由测得的面积!

Q

#分

析溶液稳定性(

!

;

#样品回收率分析"称取
)

份已测定了花色苷含量的

茶样
'

5

'按
'9<9'

方法制备供试溶液'加入适量混合标准液'

在最优色谱条件下进样'重复
)

次'分析样品回收率(

'9<9;

!

紫芽茶树茶梢样品花色苷液相色谱法含量分析
!

按

照
'9<9'

制备
=

种茶样待测液'进样
'&

#

U

'重复
<

次'计算茶

样中花色苷含量(计算公式"

花色苷质量分数
h

标准品浓度
Y

花色苷峰面积

标准品峰面积
Y

样品浓度
Y'&&B

(

!

'

#

%

!

结果与分析
%9'

!

色谱条件的确定

%9'9'

!

检测波长的确定
!

通过
c$UC

中全波长扫描可知

!图
'

#'飞燕草素的紫外最大吸收波长在
%(;

'

;%=4.

左右'

矢车菊素的紫外最大吸收波长在
%+'

'

;')4.

左右'天竺葵

图
'

!

<

种标准品紫外可见光谱图

#0

5

IM@'

!

T>*O080A1@8

N

@2GMI.8:JG3M@@8G/4K/MK

N

M:KI2G8

素的最大吸收波长在
%))

'

;'<4.

左右'要同时测定
<

种标

准品以及样品中的花色苷'考虑到各组分的灵敏度并避免

其他多酚组分干扰'选择
;%&4.

波长作为检测波长较为

合适(

%9'9%

!

流动相的优化
!

如图
%

所示'甲醇+

;&B

乙腈+乙腈均

可实现各花色苷成分的分离'考虑到乙腈洗脱能力更强'故

选择乙腈为有机相(水相磷酸浓度对组分分离影响不大'但

在水中加入一定体积的酸'调节流动相的酸碱度可达到减少

小峰拖尾和提高分离度的效果'故选择
&9%B

磷酸水做水相(

综上'选择方案
=

为最佳流动相方案(

图
%

!

不同流动相方案
c$UC

图

#0

5

IM@%

!

c$UC23M:./G:

5

M/.8:JK0JJ@M@4G.:A01@

N
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%9'9<

!

洗脱梯度的调节
!

如图
<

所示'方案
'

和方案
%

有机

相比率过高'各组分分离度相对较差'方案
<

耗时过长'与方

案
=

相比效率过低'综合来说方案
=

花色苷组分分离度和分

离效率最佳'故选择方案
=

'即有机相洗脱梯度为"

&

&

;;.04

'

'&B

&

=&B

为最佳洗脱方案(

%9'9=

!

流速的选择
!

不同流速方案的
c$UC

图见图
=

(结

果表明'流速越快'虽然会使目标物质的分离时间相对缩短'

但样品各组分分离度降低'故选择
&9+.U

*

.04

为最适流速(

%9'9;

!

柱温的选择
!

不同柱温方案的
c$UC

图见图
;

(结

图
<

!

不同洗脱程序方案
c$UC

图

#0

5

IM@<

!
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果表明'柱温越高'色谱分析出峰时间会更快'但高柱温

c$UC

调节柱温耗时过多'故选择相对效率较好的
<&\

为

系统柱温(

%9%

!

方法学考察

%9%9'

!

标准曲线的制作与检出限
!

以进样量为
V

轴'峰面积

为
6

轴'绘制花色苷混合标准曲线'见表
<

(由表
<

可知'在

;

&

(;

#

5

*

U

范围内'

<

种标准品都表现出良好的线性关系(

表
<

!

不同花色苷标准品线性关系表

Z/A1@<

!

U04@/MM@1/G0:4830

N

:JK0JJ@M@4G/4G3:2

6

/404

8G/4K/MK8

组别
保留时

间*
.04

回归方程
相关系数

J

%

线性范围*

!

#

5

/

U

`'

#

飞燕草素
';9(&

6

h%,)%;)+9'=%&V`

,';,&9%%;+

&9,,+= ;

&

+;

矢车菊素
'+9';

6

h<'<'';&9&&&&V_

''&)%9)&&&

&9,,+< ;

&

'&&

天竺葵素
<%9;&

6

h%'==(;;9<+;&V_

<)=(,9;&&&

&9,,(+ ;

&

(;

图
=

!

不同流速方案
c$UC

图
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图
;

!

不同柱温方案
c$UC

图

#0

5

IM@;

!

c$UC23M:./G:
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N

@M/GIM@

%9%9%

!

精密度分析
!

由表
=

可知'在
;%&4.

波长下'

<

种标

准品的
DEX

都在
+B

内'表明本方法精密度良好(

表
=

!

精密度分析结果

Z/A1@=

!

D@8I1G8:J

N

M@2080:4/4/1

6

808

组别 平均面积
DEX

*

B

飞燕草素
),(%++9) '9%=

矢车菊素
%=,(';9+ <9(&

天竺葵素
));<9= (9;,

%9%9<

!

重复性分析
!

由表
;

可知'在
;%&4.

波长下'

=

种紫

芽茶树样品中总花色苷的
DEX

均在
,9&=B

之内'表明本方

法重复性良好(

%9%9=

!

稳定性分析
!

由表
)

可知'室温静置下'

;%&4.

波长

下飞燕草素+矢车菊素和天竺葵素的
DEX

均
-

,B

'表明本

方法稳定性良好(

%9%9;

!

回收率分析
!

由表
(

可知'

<

种外标花色苷在本方法

下加标回收率为
(;B

&

++B

'到达色谱分析要求'说明本方

法结果可靠(

%9<

!

紫芽茶树茶叶样品中花色苷含量的检测

根据
'9<9'

中的方法等到的茶树花色苷溶液'按
'9<9;

的

方法重复
<

次'不同茶样中花色苷含量'结果见表
+

和图
)

(

由
c$UC

色谱图可以看出'

=

种紫芽茶树样品中的
(

种主要

花色苷均得到有效分离(从结果可以看出不同茶树品种

!系#所富集的花色苷含量存在显著差异'花色苷含量的高低

表现为紫娟
"

自选
,+&<

"

安
(<

"

红芽佛手'与紫芽茶树品

种!系#芽叶发紫程度的深浅基本一致'说明此方法适合分析

紫芽茶树中花色苷含量(

表
;

!

重复性分析结果

Z/A1@;

!

D@8I1G8:JM@

N

@/G/A010G

6

/4/1

6

808

组别 样品
'

样品
%

样品
<

样品
=

样品
;

样品
) DEX

*

B

紫娟
==%(;% =&%&<, =+''== =+)<=; =;<%%' ;%==%< ,9&=

自选
,+&< )'&;(' )(+<;< )===)% )%+<=% )=+(== )&<'(, =9<=

红芽佛手
%'')=; %%+)&= '+,;() %%&(); %&=+&, ',)(&' (9&%

安
(< %()='' %)+&(% <&'&,' %();;< <'%<%) <'%),, )9+%

表
)

!

稳定性分析结果

Z/A1@)

!

D@8I1G8:J8G/A010G

6

/4/1

6

808

组别
&3 %3 =3 )3 +3 '&3 %=3 DEX

*

B

飞燕草素
',,<+ '++'' %&=%, '+=%; %&<,' %'',; '+&)< ;9%,

矢车菊素
%()=' %)+&( <&'&, %();; <'%<% <'%), %(=+; )9&(

天竺葵素
<')<, %,,++ <&(<, %(+,% %)=+& %=)(& %(&=' +9+&

表
(

!

回收率分析结果

Z/A1@(

!

D@8I1G8:JM@2:O@M

6

/4/1

6

808

组别 样品含量*
#

5

加标量*
#

5

总量*
#

5

回收率*
B

飞燕草素
&9&& )(9+, )&9<' ++

矢车菊素
&9&& );9&< ;)9(= +(

天竺葵素
'&;9'; %<9=( '%%9,% (;

<

!

结论
本研究利用高效液相色谱法建立了同时检测

=

种紫芽

茶树花色苷组分的
c$UC

分析方法"茶梢样品先经酸性

+&B

乙醇水回流提取+正己烷和乙酸乙酯脱脂'然后采用
C

'+

色谱柱'以乙腈和
&9%B

磷酸超纯水作流动相梯度洗脱'有机

相洗脱梯度为
&

&

;;.04

+

'&B

&

=&B

'流速
&9+.U

*

.04

'柱
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表
+

!

不同样品花色苷含量差异

Z/A1@+
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1@8

$

)h<
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组别
样品质量浓度*

!

#

5

/

.U

`'

#

c$UC

花色苷含量*

!

.

5

/

5

`'

#

紫娟
'9'+ =9()g'9<'

自选
,+&< '9%) =9)%g'9&+

安
(< &9+) <9'=g&9;)

红芽佛手
'9<% %9=<g&9,+

图
)

!

不同品种样品和混合标样的花色苷
c$UC

色谱图
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温
<&\

'紫外检测波长
;%&4.

'

=

种紫芽茶树品种!系#中各

花色苷组分和标准品在本方法下分离效果良好'相关系数

均
)

&9,,

'线性范围为
;9&&

&

(;9&&

#

5

*

U

'样品加标回收率为

(;B

&

++B

'该方法精密度+重复性和稳定性的相对标准偏

差值
-

'&B

(紫芽茶树检测结果表明'花色苷含量的高低表

现为紫娟
"

自选
,+&<

"

安
(<

"

红芽佛手'与紫芽茶树品种

!系#芽叶发紫程度的深浅基本一致(

本研究使用的
C

'+

为常见色谱柱'购买方便'流动相为乙

腈和磷酸水'容易配制'同时也降低了对试验仪器的要求'可

用于同时检测分析矢车菊素
*<*-*

葡萄糖苷+天竺葵素
*<*

葡

萄糖苷+飞燕草素
*

葡萄糖苷
<

种植物花色苷和紫芽茶树中

多种花色苷组分(
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