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茶叶中生物碱检测方法的研究进展 
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摘  要: 茶叶作为主要饮品之一, 对茶叶品质评定是必不可少的一个过程。茶叶的品质除了感官评定其色、

香、味, 还可通过测定其茶多酚、氨基酸、矿物质、蛋白质、生物碱等活性成分的综合含量来评定。生物碱

是茶叶中的主要活性成分之一, 不仅决定着茶叶的品质, 对人体也具有一定的有益作用。生物碱的快速、高效

检测方法是茶叶品质评估和茶叶中生物碱提取及含量检测的前提和关键。本文参考了国内及国外对茶叶中生

物碱研究方法的相关文献, 对茶叶生物碱(主要是咖啡碱、可可碱、茶叶碱)最主要的检测方法进行了综述。为

进一步研究茶叶中生物碱及测定其含量, 评估茶叶的品质提供参考。 
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ABSTRACT: As one of the main drinks, tea quality assessment is an essential process. In addition to the senses to 

assess its color, aroma, taste, but also by measuring the comprehensive content of its tea polyphenols, amino acids, 

minerals, proteins, alkaloids and other active ingredients to be assessed. Alkaloid is one of the main active ingredients 

in tea, which not only determines the quality of tea, but also has a beneficial effect on the human body. The fast and 

efficient alkaloid testing method is the premise and key of tea quality assessment and alkaloid extraction and content 

detection in tea. In this paper, the research progress of tea alkaloids (mainly caffeine, theobromine and theophylline) 

was reviewed by referring to the domestic and foreign literatures on the research methods of alkaloids in tea leaves. 

In order to further study the alkaloid in tea, determine its content and evaluate the quality of tea. 
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1  引  言 

茶是世界三大饮料之一, 我国拥有上千年的饮茶历

史。茶叶中生物活性成分主要包含多酚类化合物、生物碱、

茶蛋白、茶多糖、茶叶皂甙等[1]。这使得茶叶具有抗衰老[2]、

高免疫力[3]、降血糖[4]、抗抑郁[5]等功效。其中, 茶叶生物

碱是指传统茶叶植物体内富含的一类含氮杂环结构的有机

化合物, 主要是嘌呤类生物碱, 目前共发现 8 种嘌呤碱, 

即咖啡碱、可可碱、茶叶碱、腺嘌呤、鸟嘌呤、黄嘌呤、

次黄嘌呤和拟黄嘌呤等, 其中咖啡碱含量最多[6,7]。茶叶生

物碱对金黄色葡萄球菌、大肠杆菌具有抑制作用, 且混合

茶碱对金黄色葡萄球菌、大肠杆菌的抑菌效果更好[8]。此

外, 茶叶中咖啡碱具有增强大脑皮质的兴奋程度, 减少疲

乏感、提高思维效率、利尿等作用[9,10]。生物碱不仅是茶

叶中的活性物质, 也决定了茶汤的滋味、颜色[11], 是茶叶

区别于其他植物而成为饮料的主要原因。因此, 高效准确

的测定茶叶中生物碱的含量, 对评估茶叶的品质、茶叶加

工及深加工、茶叶贸易和其功效有重要意义。 

本文主要综述了茶叶中生物碱检测的几种最常用方

法, 包含分光光度法、红外光谱法、高效液相色谱法、薄

层色谱法、质谱法及其联用技术、毛细管电泳法检测生物

碱含量的研究以及检测方法的特点和效果, 以期为检测茶

叶中生物碱提供一定的参考, 进一步加快我国茶产业的可

持续发展。 

2  茶叶生物碱检测方法 

为评价茶叶品质, 多种检测方法应用于茶叶生物碱

含量的检测。1949 年 FungairinoL.等[12]用重铬酸钾滴定法

测定了茶叶、咖啡中的黄嘌呤碱。随后光谱法、色谱法、

毛细管电泳法等测定生物碱的技术才逐步发展起来。 

2.1  光谱学方法 

2.1.1  分光光度法 

分光光度法是测定茶叶中生物碱含量的常用方法 , 

主要利用茶叶嘌呤生物碱结构上嘌呤环共轭双链体系所具

有独特的吸收光谱在 272~274 nm 具有最大吸收值。林郑

和等[13]采用紫外分光光度法建立了茶叶中嘌呤碱的检测

方法, 测得茶叶中嘌呤碱的总量为 86.4 mg, 准确度高达

93.8%。基于咖啡因与邻苯二胺在酸性加热条件下反应生

成浅黄色杂环物质的原理, 廖晓玲[14]提出了茶叶中咖啡因

的可见分光光度法检测。杨言言等[15,16]采用紫外分光光

度法在波长为 272~274 nm 时建立了安徽罗汉尖老茶中咖

啡因测定方法, 平均回收率为 97.7%, r 为 0.998。凌彩金

等[17]采用紫外分光光度法在波长为 280 nm 处测定了不同

季节英红九号红茶的茶多酚、咖啡碱含量, 结果表明, 不

同季节英红九号红茶的茶多酚、咖啡碱含量差异显著, 并

用聚类分析法构建英红九号红茶生化成分指纹图谱, 结果

显示, 不同季节英红九号红茶中咖啡碱含量占生化成分的

比例分别为: 夏茶 3.63%~3.96%, 秋茶 2.89%~3.22%, 春茶

2.94%~3.64%。 

利用分光光度法测定茶叶中的生物碱, 具有操作简

单, 重复性好, 快速准确的特点, 但分光光度法存在灵敏

度和分辨率低、样品量大的缺点。 

2.1.2  红外光谱法 

利用茶叶中一些含氢基团的波段吸收, 结合分析仪

器与化学计量统计方法, 红外光谱法(infrared spectroscopy, 

IS)已应用于茶中茶多酚、咖啡碱、总氮量、粗纤维等成分

的定量分析。陈全胜[18]运用近红外光谱技术建立了绿茶中

咖啡碱和茶多酚的有效定标模型, 咖啡碱的相关系数为

0.9688, 茶多酚的相关系数为 0.9299。赵红波等[19]利用近红

外光谱建立茶叶中咖啡碱含量的分析模型, 相关系数 r 为

0.991, 预测均方根误差(root mean square error of prediction, 

RMSEP)为 0.242, 相对标准偏差(relative standard deviation, 

RSD)为 0.16%~0.30%。张雪娟等[20]利用红外光谱分别对普

洱熟茶、陈年熟普、普洱熟沱、三级熟普获得的咖啡碱含

量与紫外分光光度法测定结果一致, 即三级熟普中咖啡因

含量最高, 普洱熟沱中的含量最低。赵晓辉等[21]采用近红

外光谱法分析了不同产地碧螺春和铁观音中咖啡因、谷氨

酸含量的差异。黄鸿等[22]通过傅里叶变换红外光谱(Fourier 

transforms infrared spectroscopy, FTIR)技术获得的茶叶中

咖啡因含量与高效液相色谱法 (high performance liquid 

chromatography, HPLC)获得的平均值接近, FTIR 可应用于

红 茶 茶 中 咖 啡 因 的 快 速 检 测 , 咖 啡 因 的 检 测 限 为    

0.035 mg/mL。刘洋等[23]利用近红外光谱法对信阳毛尖茶

品质进行判别, 相关系数为 0.994, 预测准确率为 100%。 

近红外光谱分析具有方便、快速、准确、稳定及多种

成分同时定量分析等优点, 可快速测定茶叶品质成分, 但

对茶叶中生物碱定量分析的是茶叶中生物碱的总量, 而不

能具体检测出茶叶中含有哪几种生物碱。 

2.1.3  拉曼光谱法 

拉曼光谱是光照射到物质上发生的非弹性散射所产

生的, 通过分子内部各种简正振动频率及相关能级的情况

来鉴定分子中存在的官能团, 可以与红外光谱互补, 衍生

出来的技术包括表面增强拉曼光谱 (surface-enhanced 

Raman spectroscopy, SERS)、共焦显微拉曼光谱(cofocus 

micro Raman spectra, CMRS)、傅里叶变换拉曼光谱(Fourier 

transform-Raman spectroscopy, FTRS)等[24]。陈荣等[25]首次

采用 CMRS 技术测试研究了 L-茶氨酸, 得到了 L-茶氨酸的

拉曼谱图, 发现在 250~1700 cm1 和 2800~3000 cm1 能够

观测到明显的拉曼信号; 通过对其进行初步的谱峰归属和

分析, 得到了不同波数范围内的特征振动模式; 其中, 在

321、900、938、1153、1312、1358、1454 和 1647 cm1
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处找到 8 个强度的拉曼信号, 可作为 L-茶氨酸的特征峰。

结果表明, 拉曼光谱可能成为一种直接、准确和快速检测

茶叶活性成分的方法。房若宇[26]将激光拉曼光谱法和紫外

光谱法相结合, 对碧螺春、龙井和普洱 3 种茶叶经过一次

浸泡而得到的饮用茶水进行咖啡因的直接定性和定量检测, 

得到其激光拉曼光谱图, 结果显示 3 种茶水样品中咖啡

因的特征吸收峰分别出现在 263.8、263.9、267.9 nm 处, 根

据特征峰的强度可以判断出咖啡因含量的高低。郑华军

等[27]对 SERS 检测技术在咖啡碱定量检测中的应用进行研

究, 结果表明, 当咖啡碱溶液浓度低至 109 mol/L时, 位于

807、958、1040 以及 1327 cm1 等处的 SERS 信号依然清

晰可见, 表明以花银状纳米颗粒为衬底的 SERS 检测技术

对于咖啡碱有极高的敏感性, 检测限可达 109 mol/L; 咖

啡碱溶液的浓度与其 SERS 光谱强度的相关回归方程为: 

Y=10041.00.9X8073.1X1327+1.4X126。 

2.2  色谱学方法 

2.2.1  高效液相色谱法 

自 1982 年报道了红茶中咖啡碱、可可碱和茶碱的高效

液相色谱(high performance liquid chromatography, HPLC)测

定方法后, 诸多专家、学者在对茶叶生物碱检测中色谱柱、

流动相、柱温及检测方式的选择方面做了大量的研究工作。 

HPLC 检测茶叶中生物碱、茶氨酸的含量时, 色谱柱一

般为 C18 (4.6 mm×250 mm, 5 μm), 柱温为室温 40 ℃。但检

测不同品种的茶叶, 流速、流动相、检测波长不相同, 如   

表１所示。针对不同种茶叶中咖啡碱、可可碱、茶碱含量的

测定, 检测白毛茶、普洱茶和黑茶的流速为 1.0 mL/min, 检

测波长分别为 260、254 和 274 nm; 而针对广东绿茶中咖啡

碱、可可碱、茶碱的含量测定, 流速为 0.8 mL/min, 检测波

长为 270 nm; 湖南红茶中氨基酸含量的测定, 色谱柱温度

为室温, 流速为 1.0 mL/min, 检测波长为 203 nm。白毛茶咖

啡碱、可可碱、茶碱检测限为 5.4、4.4、4.2 μg/L, r值为 0.9997、

0.9999、0.9999, RSD 分别为 0.24%、0.36%、0.88%。广东

绿茶咖啡碱、可可碱、茶碱检测限为 1.8、0.7、0.9 mg/L, r

值 0.999、0.999、0.998, RSD 分别为 2.02%、4.01%、8.54%。

普洱茶咖啡碱、可可碱、茶碱检测限为 0.03、0.03、0.007 μg/L, 

r 值 0.997、0.9962、0.9928, RSD 为 0.05%、0.11%、0.16%。

湖南红茶和黑茶的检测限分别为 10 μg/mL, 0.018 mg/mL,  

r 值为 0.9998, 0.9936, RSD 为 0.43%, 0.3999%。 

高效液相色谱法测定茶叶中的生物碱, 分离效率、准

确度及回收率高, 且精密度、重复性、稳定性较好, 但仪

器设备价格相对昂贵, 实验时溶剂需要严格纯化。 

2.2.2  薄层色谱法 

茶叶生物碱中各组分在某一物质中的吸附性不同, 将

各组分分离, 再采用薄层扫描仪对色谱斑点进行扫描, 与对

照物所得的色谱图作对比从而实现定量的方法。罗健等[45]

首次用硅胶 GF254 分离茶叶乙醇提取物, 并采用双波长扫

描测定了茶叶中的咖啡碱, 平均回收率为 97.37%。张凤等[46]

优化的分离工艺实现了咖啡因的分离, r=0.99185, 线性范围

以 5~120 μg, 平均加标回收率达到 91.93%, RSD=1.85%,能

够准确测定咖啡因含量。Ligor 等[47]研究了红茶、绿茶和路 

 
表 1  茶叶生物碱、茶氨酸等活性成分检测色谱条件 

Table 1  Active ingredients such as tea alkaloids and lyapin detect chromatography conditions 

样品 

名称 
化合物 柱子 柱温 

流速 
/(mL/min) 

流动相 检测波长/nm 检测限 ｒ值 RSD/%
参考

文献

毛茶 

咖啡碱 

C18 40 ℃ 1.00 甲醇-KH2PO4-Na2HP04 缓冲溶液 260 

5.4 μg/L 0.9997 0.24 [28,29]

可可碱 4.4 μg/L 0.9999 0.36 [30]

茶碱 4.2 μg/L 0.9999 0.88 [31] 

广东 

绿茶 

咖啡碱 

C18 40 ℃ 0.80 

V (甲醇 ):V (水 ): V(乙酸 ):V 

 (N, N-二甲基甲酰胺 ,简称 DMF)

=30:70:0.05:0.25 的溶液  

270 

1.8 mg/L 0.999 2.02 [32]

可可碱 0.7 mg/L 0.999 4.01 [33]

茶碱 0.9 mg/L 0.998 8.54 [34]

普洱茶 

咖啡碱 

C18 40 ℃ 1.00 V(甲醇 ):V(0.1%磷酸 )=3367 254 

0.03 μg/mL 0.9997 0.05 [35,36]

可可碱 0.03 μg/mL 0.9962 0.11 [37]

茶碱 0.007 μg/mL 0.9928 0.16 [38]

湖南 

红茶 
茶氨酸 

C18 

室温 

1.00 

甲醇 -0.05%冰醋酸水溶液  203 10 μg/mL 0.9998 0.43 [39,42]

黑茶 咖啡因 25 ℃ 
水 -甲醇 -乙酸 -二甲基酰胺  

(70:30:0.05:0.25) 
274 0.018 mg/mL 0.9936 0.399 [43,44]
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依保斯茶 3 种茶叶中活性物质黄酮类的薄层色谱法

(thin-layer chromatography, TLC)检测方法, 将经典液相萃

取提取方法 (liquid extraction, LE)和超临界液体萃取法

(supercritical fluid extraction, SFE)作比较, 并用 TLC 法检

测在不同提取方法下活性成分的量。对照成分包括芦丁、

儿茶酚、咖啡因、橡黄素等。结果显示, 经典液相萃取法

分离效果较好, Rf 为 0.28~0.87。 

薄层色谱法具有准确、灵敏度高、简便的优点; 但是

受天气影响较大, 湿度大时扫描稍差。 

2.2.3  质谱法及其联用技术 

质谱技术具有的高灵敏度、高选择性以及可进行多种组

分同时测定的优点, 使其成为与分离技术如色谱联用的重要

分析手段。高效液相-质谱联用技术[48](high performance liquid 

chromatography-mass spectrometry, HPLC-MS)应用于茶叶

生物碱已有较多研究, 如 Zhu 等[49]采用 HPLC-MS 建立了

茶叶中儿茶素、酚酸和嘌呤碱的分析方法, 定量分析了 12

种化合物, 其中咖啡碱、可可碱和茶叶碱的定量检测限均

小于 0.1 ng。Magdalena 等[50,51]采用液相色谱-串联质谱法

(liquid chromatography-mass spectrometry, LC-MS)对生物

活性成分进行定量分析, 山茶花中咖啡因含量为 6.2~14.19 

mg/g, 越南凉茶中可可碱和茶碱含量为 2.97 mg/g。张晗[52]

通过建立高效液相色谱 -电喷雾离子 -质谱联用技术

(high-efficiency liquid chromatography-electric spray 
ion-mass spectrometry, HPLC-ESI-MS/MS)同时检测可可

碱、茶叶碱和咖啡碱 3 种活性成分。实验采用 Ultimate 

XB-C18 色谱柱, 流动相为 0.5%甲酸水溶液-乙腈, 梯度洗

脱, 流速为 0.2 mL/min, 柱温为 35 ℃; 质谱条件: 电喷雾

电离源(ESI); 正离子扫描; 多反应监测模式(multiple response 

monitoring model, MRM); 喷雾针电压: 4500 V; 干燥气温度: 

350 ℃; 干燥气压力: 25 psi; 碰撞气压力: 1.5 mT。实验结果

显示, 在最佳实验条件下, 可可碱、茶叶碱和咖啡碱的回

归方程和相关系数依次为 Y=154107X90789, r2=0.9991; 

Y=145178X77282, r2=0.9989 和 Y=112287X+693, r2=0.9996, 

检出限分别为 2、7、和 0.8 μg/L, 加标回收率分别为 99.3%、

99.9%和 99.8%。目前茶叶中已发现和鉴定的嘌呤生物碱共

8 种, 通常 HPLC 法只能测得咖啡碱、可可碱和茶碱 3 种, 

其余 5 种在茶叶中含量太低, 远低于 HPLC 法的检出限, 

但是 MS 的高灵敏度和高选择性可以检出[53]。此外运用

HPLC-MS 还可以对茶汤中的一些未知成分进行定性, 这

对茶叶品质成分的深入剖析具有重要意义。 

2.3  毛细管电泳法 

20 世纪 90 年代, 毛细管电泳(capillaryelectrophoresis, 

CE)以快速、高效和灵敏度高、所需样品少等优点迅速发

展为一种分离分析技术。HidekiH 等[54]采用硅毛细管柱, pH 

8.0 硼砂缓冲液, 检测波长 200 nm, 检测绿茶中的主要成

分 表 儿 茶 素 (catechinic acid, EC) 、 表 没 食 子 儿 茶 素

(epigallocatechin, EGC) 、 表 儿 茶 素 没 食 子 酸 酯

(epigallocatechin gallate, ECG)、表没食子儿茶素没食子酸

酯(epigallocatechin gallate, EGCG)、咖啡碱、茶氨酸和抗坏

血酸的含量, 分析时间仅 11 min。Acre L.等[55]采用 57、   

75 μm内径, 375 μm外径的毛细管柱, 用 pH 8.5, 0.15 mol/L

硼酸缓冲液, 电压 20 kV, 在波长 210 nm 下测定了绿茶中

咖啡碱、腺嘌呤、1, 3-二甲基黄嘌呤、EGCG、EGC、ECG、

(-)EC、(+)C、没食子酸、槲皮素 10 种成分。Chen 等[56]

应用毛细管电泳及电化学检测分离和测定茶碱、黄嘌呤、

次黄嘌呤等 6 种嘌呤, 经过优化处理后, 于 14 min 完成了

对茶碱及其他 5 种嘌呤碱的分离检测, 化合物检测限范围

0.157×106~0.767×106 mol/L。 

CE 法与 HPLC 法相比, 在定量分析方面有一些不足, 

CE 法的灵敏度通常低于 HPLC 法; 重现性差, 色谱峰太锐, 

对峰面积的积分有较大的误差, 此外, CE 的进样量也影响

准确的定量。 

3  结  论 

随着社会经济的发展, 茶叶中活性物质的检测技术

也在不断发展和进步, 本文主要综述了茶叶中生物碱常用

检测方法, 主要包括毛细管电泳法、分光光度法、红外光

谱法、拉曼光谱法、高效液相色谱法、薄层色谱法、质谱

法及其联用技术。其中, 高效液相色谱法灵敏度高、精确

度好, 在茶叶活性成分的检测中应用广泛。分光光度法、

红外光谱法、毛细管电泳法等在检测茶叶活性成分时都有

其优缺点, 进行茶叶成分检测时应根据实际情况选择合适

的检测方法。另外, 虽然我国检测茶叶生物碱的方法在不

断得到完善, 但对于茶叶中活性成分、滋味成分、药用成

分等的分析检验和质量评价, 研究简便、快速且准确的分

析方法仍具有重要的现实意义。 
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