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反相高效液相色谱和超高效液相色谱法测定 
饮料中咖啡因含量的比较研究 

曾  诚, 赵文惠* 

(新疆医科大学中心实验室, 乌鲁木齐  830011) 

摘  要: 目的  对原反相高效液相色谱(RP-HPLC)方法进行转化并优化, 建立超高效液相色谱(UPLC)方法, 为

饮料中咖啡因的含量测定提供更快速、高效、灵敏和环保的方法。方法  分别采用 RP-HPLC法和 UPLC法测

定饮料中咖啡因的含量, 并对比二者的精密度、稳定性、重复性和加标回收率。结果  2种方法所得 8种市售

饮料中咖啡因的含量测定结果变化趋势一致, 但 UPLC 法含量测定结果比 RP-HPLC 法含量测定结果偏高, 二

者精密度、回收率均符合要求。结论  UPLC 法可以成功替代 RP-HPLC 法, 为饮料中咖啡因的快速定性定量

分析与检测提供新的途径。 
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Comparison of reversed high performance liquid chromatography and 
ultra-high performance liquid chromatography on quantitative 

determination of caffeine in beverages 

ZENG Cheng, ZHAO Wen-Hui* 

(Central Laboratory of Xinjiang Medical University, Urumqi 830011, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish an ultra performance liquid chromatography (UPLC) method to 

replace the reversed high performance liquid chromatography (RP-HPLC) for a faster, more sensitive and more 

environmental friendly detection for caffeine content in beverages. Methods  Both RP-HPLC and UPLC 

methods were used in the determination of caffeine content in 8 kinds of beverages, and the precision, stability, 

repeatability and recovery rates of the 2 methods were compared. Results  Caffeine content determined in 8 

beverages by the 2 methods had a similar trend, but the content of caffeine determined by UPLC was higher 

than that by RP-HPLC. Both methods showed good precision and recovery rates. Conclusion  UPLC method 

as a new detection method can replace RP-HPLC in the quantitative analysis of caffeine in beverages. 

KEY WORDS: reversed high performance liquid chromatography; ultra-high performance liquid chromatography; 

beverages; caffeine 
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1  引  言 

咖啡因是存在于许多天然植物(如茶叶、咖啡豆、

可乐果、可可豆等)中的一类属于甲基黄嘌呤的生物

碱, 也是一种中枢神经兴奋剂, 为白色结晶粉末, 无

臭, 味苦, 有风化性, 呈弱碱性[1], 其结构式如图 1。

咖啡因被广泛应用于食品、饮料等生产工艺中, 适量

食用咖啡因能够刺激中枢神经、增强大脑皮质的兴奋

程度, 从而达到减少疲劳感、提神醒脑等作用[2]。然

而, 大剂量或长期使用则会对人体造成伤害, 特别是

它有成瘾性, 一旦停用会使人出现精神萎顿、浑身困

乏疲软等各种戒断症状[3-5]。我国《食品添加剂使用

标准》(GB 2760-2011)规定,在可乐型饮料中添加咖啡

因, 限量为 0.15 g/kg[6] 。目前, 测定咖啡因的方法很

多, 如紫外分光光度法, 气相色谱法, 高效液相色谱

法[7-10]和超高效液相色谱法[11-15]等。其中, 紫外分光

光度法灵敏度低, 气相色谱法样品需要较繁琐的前

处理, 而高效液相色谱法(HPLC)专属性、灵敏度和准

确度高, 适合微量样品含量测定。但普通液相色谱法

仍有测定样品周期长, 产生废液量大的缺点。故本文

对原HPLC方法进行转化并优化, 建立超高效液相色

谱(UPLC)方法, 为饮料中咖啡因的含量测定提供更

快速、高效、灵敏和环保的方法。 

 

图 1  咖啡因的分子结构式 

Fig. 1  Molecular structure of caffeine 
 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

咖啡因对照品(中国食品药品检定研究院, 批号: 

171215-201211); 可口可乐(青岛可口可乐饮料有限

公司); 百事可乐(济南百事可乐饮料有限公司); 绿

茶饮料(昆山统一企业食品有限公司); 红牛(红牛维

他命饮料有限公司); 雀巢咖啡(东莞雀巢有限公司); 

茉莉蜜茶(昆山统一企业食品有限公司); 黑卡 6 小时

(广州黑卡食品饮料有限公司); 冰红茶(中国天津康

师傅饮料有限公司); 甲醇(色谱纯, 美国天地公司); 

实验用水均为超纯水。 

高效液相色谱仪(日本岛津 LC-20AB); UV 检测

器; 超高效液相色谱仪(ACQUITY UPLC); 数控超声

波清洗器 KQ-500DB(昆山市超声仪器有限公司);   

2.2  实验方法 

2.2.1  HPLC 色谱条件 

色谱柱: 依利特 C18(4.6 mm×150 mm, 5 μm), 流

动相: 甲醇: 水=40: 60(V:V), 测定波长 270 nm, 柱温: 

30 ℃, 流速: 1 mL/min, 进样量: 10 μL,柱温: 30 ℃。 

2.2.2  UPLC 色谱条件   

色谱柱: ACQUITY UPLC BEH C18 (2.1 mm×100 mm, 

1.7 μm), 流动相: 甲醇: 水=40: 60, 测定波长 270 nm, 柱

温: 30 ℃, 流速: 0.3 mL/min, 进样量: 2 μL, 柱温: 30 ℃。 

2.2.3  对照品储备液的制备     

精密称取干燥至恒重的咖啡因对照品 10 mg 于

10 mL量瓶中, 加水定容, 制成 1 mL含咖啡因 1 mg

的对照品溶液,在 HPLC 条件下咖啡因保留时间是

4.21 min, 而在UPLC条件下咖啡因保留时间是 1.112 

min, 见图 2和见图 3。 

 

图 2  咖啡因对照品(HPLC) 

Fig. 2  HPLC chromatogram of caffeine reference 

 

图 3  咖啡因对照品(UPLC) 

Fig. 3  UPLC chromatogram of caffeine reference 
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2.2.4  供试品溶液的制备   

各饮料需经离心机 5000 r/min离心 10 min,超声

脱气 15 min后, 取试样 1 mL于 10 mL容量瓶中, 加

水定容至刻度, 用 0.22 μm滤膜滤过, 作为供试品溶

液, 分别用 HPLC和 UPLC考察, 见图 4和图 5。 

 

图 4  可口可乐样品色谱图(HPLC) 

Fig. 4  HPLC chromatogram of Coca-Cola 

 

图 5  可口可乐样品色谱图(UPLC) 

Fig. 5  UPLC chromatogram of Coca-Cola 
 

2.2.5  标准曲线的绘制   

在 HPLC 色谱系统下, 分别量取对照品贮备液

0.1、0.2、0.4、0.6、0.8 mL置于 10 mL容量瓶, 稀释

至刻度, 得到浓度为 10、20、40、60、80 μg/mL 系

列标准溶液。取上述系列浓度溶液经 0.22 μm的微孔

滤膜过滤, 注入 HPLC色谱仪, 得到系列浓度的对应

峰面积和保留时间。以标准溶液的质量浓度(X)为横

坐标, 色谱峰面积(Y)为纵坐标, 绘制标准曲线, 其线

性方程为: Y=30128X+17910, 相关系数: r=0.9999,表

明咖啡因在 10~80 μg/mL 范围内线性关系良好。在

UPLC色谱条件下, 分别量取对照品贮备液 0.1、0.2、

0.4、0.8、1.2 mL置于 10 mL容量瓶, 稀释至刻度, 得

到浓度为 10、20、40、80、120 μg/mL系列标准溶液。

取上述系列浓度溶液经 0.22 μm的微孔滤膜过滤, 注

入 UPLC 色谱仪, 得系列浓度对应峰面积和保留时

间。以标准溶液的质量浓度(X)为横坐标, 色谱峰面积

(Y)为纵坐标 , 绘制标准曲线 , 其线性方程为 : 

Y=27352X+62156, 相关系数: r=0.9999,表明咖啡因在

10~120 μg/mL范围内线性关系良好。 

3  结果与分析 

3.1  方法学考察 

3.1.1  精密度实验   

分别吸取对照品溶液 10、40、80 μg/mL各 10 μL

注入液相色谱仪, 分别重复测定 6 次, 峰面积RSD值

分别为 1.23%、1.15%、0.92%, 均小于 2%。同法用超

高效液相色谱仪测定, RSD 分别为 0.45%、0.37%、

0.28%。表明 RP-HPLC和 UPLC仪器精密度良好。 

3.1.2  稳定性实验   

精密吸取各供试品溶液 10 μL, 分别于 0、2、4、

8、10、12 h 注入液相色谱仪, 记录咖啡因的相对保

留时间和相对峰面积, 测得各供试品溶液峰面积的

RSD为 1.46%~2.21%。同法精密吸取各供试品溶液 2 

μL, 注入超高效液相色谱仪, 测得各供试品溶液峰

面积的 RSD为 0.62%~0.83%, 结果均小于 3%, 表明

供试品溶液在 12 h内稳定性良好。 

3.1.3  重复性实验   

取同一批饮料样品各 6 份, 按照 1.2.4 中所述方

法处理, 按 2.2.1 和 2.2.2 中所述色谱条件进行测定, 

所得结果咖啡因峰面积值 RSD 分别为 1.18%~2.66%

和 0.62%~0.96%, 均小于 3%, 表明方法重现性良好。 

3.1.4  加标回收率实验   

精密量取 22.26 μg已知含量的同批样品共 9份,

分别加入咖啡因对照品溶液 5、20、40 μg各 3份, 按

2.2.4 中所述制备方法制备后, 用 HPLC 测定,记录峰

面积, 计算回收率, 结果见表 1。精密量取 25 μg已

知含量的同批样品共 9 份,分别加入咖啡因对照品溶

液 4、40、80 μg各 3份, 按 2.2.4中所述制备方法制

备后, 用 UPLC 测定, 记录峰面积,计算回收率,结果

见表 2。 

3.2  样品测定   

取样品 3 批,按照 2.2.4 中方法制备后, 分别用

RP-HPLC 和 UPLC 测定各饮料的咖啡因含量, 所得

结果见表 3。 

4  讨  论 

通过比较 RP-HPLC和 UPLC的分离情况、线性、

精密度、稳定性、重复性和加标回收率结果, 发现两 
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表 1  RP-HPLC 回收率实验结果 
Table 1  Results of recovery rates of RP-HPLC 

样品含量(μg) 加入量(μg) 实测值(μg) 回收率(%) 平均回收率(%) RSD(%) 

22.26 5 27.82 102.05   

22.26 5 27.29 100.12 100.74 1.12 

22.26 5 27.27 100.06   

22.26 20 41.95 99.27   

22.26 20 42.23 99.94 99.91 0.42 

22.26 20 42.27 100.04   

22.26 40 61.60 98.94   

22.26 40 62.06 99.68 99.38 0.39 

22.26 40 61.96 99.52   

 
表 2  UPLC 回收率实验结果 

Table 2  Results of recovery rates of UPLC 

样品含量(μg) 加入量(μg) 实测值(μg) 回收率(%) 平均回收率(%) RSD(%) 

25 4 28.77 99.22   

25 4 28.80 99.32 99.39 0.21 

25 4 28.89 99.63   

25 40 64.52 99.28   

25 40 64.53 99.27 99.26 0.03 

25 40 64.50 99.23   

25 80 105.28 100.27   

25 80 105.32 100.30 100.28 0.02 

25 80 105.28 100.27   

 
表 3  RP-HPLC 和 UPLC 测定 8 种饮料中咖啡因含量比

较(n=3) 
Table 3  Content of caffeine in 8 beverages determined by 

RP-HPLC and UPLC (n=3) 

饮料名称 RP-HPLC (μg/mg) UPLC(μg/mg) 

可口可乐 55.65±0.68a 63.90±0.67b 

百事可乐 52.15±0.46a 56.23±0.57b 

绿茶 81.01±0.27a 86.92±0.22b 

红牛 120.8±0.38a 173.88±0.45b 

咖啡 402.07±0.24a 442.2±0.37b 

茉莉蜜茶 78.23±0.18a 85.31±0.79b 

黑卡 132.74±0.86a 168.62±0.62b 

冰红茶 88.18±0.52a 97.45±0.39b 

注: 不同字母表示两种方法测定值之间存在显著差异, P<0.05 

种方法各有优缺点。HPLC是现阶段最常用的分析方

法, 具有精密度高、准确性好等特点, 但分析时间较

长, 灵敏度相对较低, 且测定过程中流动相消耗大。

而UPLC是近年来新兴的一种色谱技术, 它的色谱柱

使用直径为 1.7 μm 的填料作为固定相, 能使塔板数

和分离度大大提高, 并且缩短了分析时间。它在精密

度、准确性等方面与 HPLC 相近 , 但灵敏度高于

HPLC, 且分析时间短 , 流动相消耗也较小。然而

UPLC仪器和其色谱柱较为昂贵, 尚未得到较为广泛

的普及和应用。 

本实验分别采用反相高效液相色谱法(RP-HPLC)

和超高效液相色谱法 (UPLC) 测定 8 种饮料中咖啡

因的含量, 并对其方法学和测定结果进行了比较, 可

以看出 2 种方法测定结果存在差异(UPLC 测定结果

高于 RP-HPLC), 可能是由于 UPLC色谱柱更小的填
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料和更细的内径管路, 从而增加了柱效。并且, UPLC

具有更高的流速, 使其分离效果、灵敏度和分辨率高

于常规的 HPLC。但 2种方法所得含量测定结果变化

趋势一致, UPLC法具有更加快速、灵敏、分离度更

高优势, 测定结果准确, 节省分析时间, 消耗流动相

少, 减小环境污染, 如果长期大量分析检测某样品, 

其分析成本反而降低。在此意义上, UPLC法可以代

替 RP-HPLC法用于饮料中咖啡因的测定。 
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