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高效液相色谱法测定速溶滇红茶制品中 

茶黄素含量 

刘雪娜 1, 吴雪娇 1, 刘顺航 2, 卢念东 2, 李丽维 1* 

(1. 天士力研究院, 天津  300410; 2. 云南天士力帝泊洱生物茶集团有限公司, 普洱  665000) 

摘  要: 目的  建立高效液相色谱法测定速溶滇红茶制品中茶黄素含量的分析方法。方法  样品提取后, 采

用 Agilent ZORBAX SB-C18 色谱柱分离, 以 0.1%甲酸乙腈-0.1%甲酸水溶液为流动相进行梯度洗脱, 流速为  

1 mL/min, 柱温 30 ℃, 检测波长为 280 nm, 外标法定量。结果  4 种茶黄素单体在各自浓度范围内线性关系

良好, 相关系数均大于 0.9995, 检出限为 1.1~1.6 μg/g, 定量限为 3.7~5.5 μg/g, 加标回收率为 95.08%~104.50%, 

相对标准偏差均小于 2.01%。结论  本检测方法具有较好的重复性、精密度及稳定性, 适用于检测速溶滇红

茶制品中茶黄素的含量。 
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Determination of theaflavins in instant Yunnan black tea products by high 
performance liquid chromatography 
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(1. Tasly Academy, Tianjin 300410, China; 2. Yunnan Tasly Deepuer Biological Tea Group Company Limited,  
Puer 665000, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of theaflavins in instant Yunnan black tea 

products by high performance liquid chromatography. Methods  After extraction, the samples were separated by 

Agilent ZORBAX SB-C18column using 0.1% formic acid acetonitrile-0.1% formic acid aqueous solution as the 

mobile phase for gradient elution. The flow rate was 1 mL/min, the column temperature was 30 ℃, and the detection 

wavelength was 280 nm. The samples were quantified by external standard method. Results  The 4 theaflavins had 

good linear relationships within their respective concentration ranges, the correlation coefficients were all greater 

than 0.9995, the limits of detection were 1.1‒1.6 μg/g, the limits of quantification were 3.7‒5.5 μg/g, the standard 

recoveries were 95.08%‒104.50%, and the relative standard deviations were less than 2.01%. Conclusion  This 

method has good repeatability, precision and stability, and is suitable for the determination of theaflavins in Yunnan 

black instant tea products. 

KEY WORDS: high performance liquid chromatography; Yunnan black tea; instant tea; theaflavins 
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0  引  言 

滇红茶属于大叶种类型工夫茶, 外形条索紧结, 肥硕

雄壮, 干茶色泽乌润, 金毫特显, 内质汤色艳亮, 香气鲜

郁高长, 滋味浓厚鲜爽, 叶底红匀嫩亮[1]。经现代医学临床

验证, 饮用红茶对人体具有保健作用[2‒4]。茶黄素类物质

(theaflavins, TFs)是红茶的重要生物活性物质之一, 对红茶

的汤色、滋味和品质起着决定性的作用[5]。茶黄素是一类

具有苯并卓酚酮结构的色素化合物, 具有抗氧化[6‒7]、抗病

毒[8‒9]、抗炎症[10‒11]、抗肿瘤[12‒13]、抗骨质疏松[14‒15]、降

脂减肥[16]、抗高尿酸[17]等多种生物活性。目前, 已从红茶

中分离鉴定出 20 多种 TFs, 其中最主要的 TFs 有 4 种: 茶

黄 素 (theaflavin, TF) 、 茶 黄 素 -3- 没 食 子 酸 酯

(theaflavin-3-gallate, TF-3-G) 、 茶 黄 素 -3'- 没 食 子 酸 酯

(theaflavin -3'-gallate, TF-3'-G)、茶黄素-3,3'-没食子酸酯

(theaflavin-3,3'-gallate, TF-3,3'-G)。以滇红茶叶为原料制备

固态速溶茶制品, 产品形式方便消费者携带及饮用, 但目

前关于速溶滇红茶制品中茶黄素类物质检测方法的报道较

少。因此, 本文建立针对速溶滇红茶制品的高效液相色谱

分析方法(high performance liquid chromatography, HPLC),

测定 4 种茶黄素单体的含量, 以期为速溶滇红茶制品的质

量评价提供数据支持。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

Agilent 1260 高效液相色谱仪(美国 Agilent 公司); 

Mettler Toledo AG135 型电子天平(瑞士 Mettler Toledo 公

司 ); Allegra 64R 台式冷冻高速离心机 (美国 Beckman 

Coulter 公司); KQ-500E 型超声波清洗器(昆山市超声仪器

有限公司); HH 数显恒温水浴锅(常州国华电器有限公司); 

Millipore-Q 超纯水处理系统(美国 Millipore 公司)。 

TF 对照品 (纯度 98.70%)、TF-3-G 对照品 (纯度

99.24%)、TF-3,3'-G 对照品(纯度 99.16%)(成都德思特生物

技术有限公司); TF-3'-G 对照品(纯度 96.10%, 上海同田生

物技术有限公司); 甲醇、乙腈(色谱纯, 德国默克公司); 甲

酸、冰乙酸(色谱纯, 阿拉丁试剂有限公司); 实验用水均为

一级水。 

速溶滇红茶(批号: 20200610)为天士力研究院健保食

品开发中心制备, 制备方法为以滇红茶叶(批号 202005, 等

级: 四级, 云南天士力帝泊洱生物茶集团有限公司)为原料

经水提、过滤、浓缩、干燥工艺制成。 

1.2  实验方法 

1.2.1  色谱条件 

采用 Agilent ZORBAX SB-C18(4.6 mm×250 mm, 5 μm)

色谱柱, 进样体积为 10 μL, 流动相为 0.1%甲酸乙腈‒0.1%

甲酸水溶液, 流速为 1.0 mL/min, 柱温 30 ℃, 检测波长为

280 nm, 采用梯度洗脱, 流动相梯度洗脱程序见表 1。 

 
表 1  梯度洗脱程序 

Table 1  Gradient elution program 

时间/min 
流动相体积分数/% 

0.1%甲酸乙腈 0.1%甲酸水溶液 

0 8 92 

30 15 85 

60 25 75 

72 28 72 

75 8 92 

 
1.2.2  对照品溶液的制备 

精密称取 TF 对照品 9.47 mg, TF-3-G 对照品 9.86 mg, 

TF-3'-G 对照品 9.98 mg, TF-3,3'-G 对照品 6.96 mg 分别置

于 5 mL 容量瓶中, 加提取溶液(70%甲醇、29.9%水和 0.1%

甲 酸 ) 溶 解 并 定 容 , 即 得 TF(1.894 mg/mL) 、 TF-3-G     

(1.972 mg/mL) 、 TF-3'-G(1.996 mg/mL) 和 TF-3,3'-G   

(1.392 mg/mL)4 种茶黄素单体对照品母液。精密移取 4 种

单体对照品母液各 1 mL 于 10 mL 容量瓶中, 加入提取溶

液至刻度处, 即得混合对照品工作液, 此时溶液中各对照

品浓度为 TF 189.4 μg/mL、TF-3-G 197.2 μg/mL、TF-3'-G 

199.6 μg/mL、TF-3,3'-G 139.2 μg/mL。稀释混合对照品工

作液, 使 TF 对照品浓度分别为 0.947、1.894、9.47、47.35、

94.7、189.4 μg/mL; TF-3-G 对照品浓度分别为 0.986、1.972、

9.86、49.3、98.6、197.2 μg/mL; TF-3'-G 对照品浓度分别为

0.998、1.996、9.98、49.9、99.8、199.6 μg/mL; TF-3,3'-G

对照品浓度分别为 0.696、1.392、6.96、34.8、69.6、     

139.2 μg/mL, 即得梯度对照品工作液。 

1.2.3  供试样品的制备 

称取 0.2g速溶滇红茶样品(精确到 0.0001 g)置于 10 mL

离心管中, 加入 5 mL 70 ℃预热过的提取溶液, 涡旋混匀, 

70 ℃水浴10 min, 每5 min涡旋混匀一次, 待冷却至室温后, 

4000 r/min 离心 10 min, 转移上清液至 10 mL 容量瓶, 重复

之前操作, 将两次提取液全部转移至 10 mL 容量瓶, 定容并

摇匀, 用 0.45 μm 滤膜过滤, 所得滤液即为供试样品。 

2  结果与分析 

2.1  条件优化 

2.1.1  流动相的考察 

本研究采用的色谱条件, 参考相关文献[18], 流动相考

察了乙腈-水、2%乙酸乙腈‒2%乙酸水溶液、0.1%甲酸乙

腈‒0.1%甲酸水溶液 3 种洗脱系统对茶黄素的分离效果。

结果显示乙腈-水作为流动相色谱峰宽较大, 峰形较差, 无
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法达到有效分离; 2%乙酸乙腈‒2%乙酸水溶液作为流动相, 

相比前者而言 , 色谱峰宽有所减小 , 峰形得到改善 , 但

TF-3'-G 与 TF-3,3'-G 2 个单体分离效果较差, 最终选择

0.1%甲酸乙腈‒0.1%甲酸水溶液为本研究的流动相, 用此

流动相洗脱后各峰的峰形良好, 且各组分的分离度较好。

因此, 本研究在参考文献的基础上稍作改变, 以实现 4 个

单体茶黄素组分的分离。 

2.1.2  提取溶液的选择 

本 研 究 采 用 的 样 品 制 备 方 法 , 参 考 GB/T 

30483—2013《茶叶中茶黄素的测定高效液相色谱法》, 考

察了水、70%甲醇溶液、含 0.1%甲酸的 70%甲醇溶液 3 种

提取溶液对茶黄素提取效率及分离效果的影响。结果显示, 

虽然不同提取溶液对茶黄素提取效率影响很小, 但采用含

0.1%甲酸的 70%甲醇溶液作为提取溶液, 各组分峰形尖锐, 

分离度更好。因此, 本研究选择含 0.1%甲酸的 70%甲醇溶

液为提取溶液。 

2.2  方法学验证 

2.2.1  标准曲线、检出限和定量限 

将 1.2.2 项中得到的梯度混合对照品工作液, 按照

1.2.1 项中色谱条件分别测定各成分的峰面积, 以对照品峰

面积为纵坐标, 以对照品浓度为横坐标进行线性回归, 绘

制标准曲线。将最低浓度的标准溶液进样, 按照 3 倍信噪

比(S/N)得到检测方法的检出限, 按照 10 倍信噪比(S/N)得

到检测方法的定量限。结果如表 2 所示, TF 各自相应范围

内具有良好的线性关系, 4 种茶黄素单体的检出限范围为

1.1~1.6 μg/g, 定量限范围为 3.7~5.5 μg/g。 

2.2.2  定性分析 

采用 1.2.1 项中色谱条件, 进样混合对照品工作液、

滇红茶样品及其固态速溶茶样品溶液各 10 μL, 记录各溶

液的色谱图。结果如图 1 所示, 速溶滇红茶样品含有 TF、

TF-3-G、TF-3'-G、TF-3,3'-G。 

 
 

表 2  茶黄素的标准曲线、检出限和定量限 
Table 2  Standard curve, limit of detection and limit of quantitative of theaflavins 

成分 线性范围/(μg/mL) 线性方程 相关系数 检出限/(μg/g) 定量限/(μg/g) 

TF 0.947~189.4 Y=14503X+9856.1 0.9997 1.3 4.4 

TF-3-G 0.986~197.2 Y=20609X‒3335.6 0.9999 1.2 4.0 

TF-3'-G 0.998~199.6 Y=14583X‒5394 1.0000 1.6 5.5 

TF-3,3'-G 0.696~139.2 Y=20614X+3115.7 0.9997 1.1 3.7 

 
 

 
 

 
注: A: 混合对照品,  

图 1  HPLC 色谱图 

Fig.1  HPLC chromatogram 
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注: B: 滇红茶样品, C: 速溶滇红茶样品。 

图 1(续)  HPLC 色谱图 

Fig.1  HPLC chromatogram 
 
 
 

2.2.3  精密度 

制备速溶滇红茶供试样品 , 连续进样 6 次 , 每次   

10 μL。根据各成分的含量 , 计算相对标准偏差(relative 

standard deviation, RSD)。结果表明, 速溶滇红茶的 4 种茶

黄素单体的 RSD 在 0.63%~1.15%之间, 说明该方法具有良

好的精密度。 

2.2.4  重复性 

制备速溶滇红茶供试样品, 样品平行制备 6 份, 每次

进样 10 μL。根据各成分的含量, 分别计算它们的 RSD。

结果表明 , 速溶滇红茶的 4 种茶黄素单体的 RSD 在

0.77%~1.20%之间, 说明该方法具有良好的重复性。 

2.2.5  稳定性 

制备速溶滇红茶供试样品, 分别于 0、2、4、6、8、

10、12、18、24 h 对此样品进行 HPLC 分析, 根据各成分

的含量变化, 计算 RSD。结果表明, 速溶滇红茶的 4 种茶

黄素单体的 RSD 在 1.50%~2.08%之间, 说明该方法在 24 h

内具有较好的稳定性。 

2.2.6  加标回收 

取 1.2.3 项中供试样品(已知茶黄素含量的速溶滇红茶)

原称样量的 1/2, 向其中加入不同水平的茶黄素对照品, 以

使各茶黄素单体含量水平分别达到原含量的 80%、100%和

120%, 按 1.2.1 项下的色谱条件进行测定, 并计算茶黄素

各单体的回收率。结果如表 3 所示, 固态速溶茶 4 种茶黄

素单体的平均加标回收率在 95.08%~104.50%之间, RSD 在

1.39%~2.01%之间, 说明该方法操作过程中损失少, 回收

率高。 
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表 3  茶黄素加标回收实验结果 
Table 3  Results of standard recoveries for theaflavins 

成分 本底值/μg 加入量/μg 测定值/μg 回收率/% 平均回收率/% RSD/% 

TF 

27.86 16.20 41.05 93.17 

95.08 1.85 27.86 27.00 53.01 96.63 

27.86 37.80 62.66 95.43 

TF-3-G 

44.07 27.00 68.65 96.59 

95.11 1.39 44.07 45.00 84.33 94.68 

44.07 63.00 100.72 94.07 

TF-3'-G 

14.50 9.00 25.01 106.43 

104.50 2.01 14.50 15.00 30.92 104.81 

14.50 21.00 36.30 102.25 

TF-3,3'-G 

20.04 12.00 31.10 97.07 

98.83 1.96 20.04 20.00 39.45 98.53 

20.04 28.00 48.47 100.90 

 
 

2.2.7  样品测定 

取速溶滇红茶样品制备供试样品, 采用 1.2.1 项中的

色谱条件下测定茶黄素含量。结果显示, 速溶滇红茶样品

TF、TF-3-G、TF-3'-G、TF-3,3'-G 的含量分别为 0.03%、

0.04%、0.02%、0.02%, 茶黄素总量为 4 种单体含量之和, 

茶黄素总量为 0.11%。 

3  结论与讨论 

本研究通过对流动相、提取溶液 2 个条件的优化, 建

立了适用于速溶滇红茶制品中 4 种茶黄素单体含量测定的

高效液相色谱检测方法。通过一系列方法学验证, 证实该

方法操作简便、重复性好、准确度高, 可作为检测速溶茶

滇红制品的重要依据。与文献[19‒20]报道的超高效液相色谱

串联质谱检测方法(样品检测周期通常不过 15 min)相比, 

本方法样品检测周期略长, 检测效率偏低。但是本方法使

用仪器设备受限制小, 便于方法的推广, 同时具有较低检

出限且在茶黄素低浓度时线性关系良好, 适用于茶黄素含

量较低的固态速溶茶制品的测定。 
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