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高效液相色谱法检测不同酶促终止方式茶黄素类

物质的浓度 

张诗琪 1*, 刘延岭 1, 邓  林 1, 徐  毅 1, 李宇豪 2 

(1. 四川工商职业技术学院轻工工程学院, 都江堰  611800; 2. 西昌学院农业科学学院, 西昌  513401) 

摘  要: 目的  分析不同终止方式对茶黄素类物质产量的影响。方法  通过马铃薯多酚氧化酶(polyphenol 

oxidase, PPO)酶促制备茶黄素, 利用高效液相色谱法(high performance liquid chromatography, HPLC)检测茶黄

素类物质, 分析 6 种不同终止方式对茶黄素类物质产量的影响。结果  经过微波中火、微波高火、100 ℃水浴

及 3 种抑制剂处理后, 分别对茶黄素类物质浓度进行检测, HPLC 结果显示 100 ℃水浴处理后茶黄素类浓度最高, 

其中茶黄素-3,3’-双没食子酸酯(theaflavin-3,3’-gallate, TFDG)的质量浓度为 32.47 µg/mL, 茶黄素类物质质量浓

度为 119.12 µg/mL。结论  经过 100 ℃水浴处理后茶黄素类物质的质量浓度最高, 研究结果可对茶黄素的快

速检测和工业化生产提供一定的参考价值。 
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Detection of the concentration of theaflavins with different enzymatic 
termination methods by high performance liquid chromatography 

ZHANG Shi-Qi1*, LIU Yan-Ling1, DENG Lin1, XU Yi1, LI Yu-Hao2 
(1. School of Light Industry Engineering, Sichuan Technology Business College, Dujiangyan 611800, China;  

2. College of Agricultural Sciences, Xichang University, Xichang 513401, China) 

ABSTRACT: Objective  To analyze the effects of different termination methods on the yield of theaflavins. 

Methods  Theaflavins were prepared through the enzymatic action of potato polyphenol oxidase (PPO). A high 

performance liquid chromatography (HPLC) analysis was conducted to detect theaflavin compounds. The effects of 6 

kinds of different termination methods on theaflavin yield were then analyzed. Results  Following treatment with 

microwave medium power, microwave high power, a 100 °C water bath and 3 kinds of inhibitors, the concentration of 

theaflavins was measured. The results of the HPLC analysis indicated that the 100 °C water bath treatment resulted in 

the highest theaflavin content, with theaflavin-3,3’-gallate (TFDG) reaching 32.47 µg/mL and theaflavin substances 

at 119.12 µg/mL. Conclusion  The concentration of theaflavins is highest after treatment in a 100 °C water bath. 
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The research findings may provide valuable reference for rapid detection and industrial-scale production of 

theaflavins. 
KEY WORDS: theaflavins; high performance liquid chromatography; polyphenol oxidase; enzymatic reaction; 

terminal condition 
 
 

0  引  言 

茶黄素类物质(theaflavins substances, TFs)是红茶中的

天然生物活性物质, 其中茶黄素(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, TFDG)是红茶中发现的 4 种主要 TFs, 
对改善茶叶品质特性等多方面起着决定性作用[1]。TFs 是一

类由茶多酚氧化形成的具有多个酚羟基或者羟基的苯并卓酚

酮化合物[2–3], 具有抗氧化[4–5]、抗炎症[6]、降血糖血脂[7]等多种

功能。研究表明 TFs 的抗氧化作用与其前体儿茶素和没食子

酸酯上酚羟基有关, 酚羟基能够保证具有提供质子的能力
[3]。酚羟基越多, TF 的抗氧化性更强[8]。有研究表明 TFDG 是

有效的生物抗氧化剂和生物抗癌活性类化合物[9–12]。目前针对

TFDG 的制备与活性成分的研究还较少。 
高 效 液 相 色 谱 法 (high performance liquid 

chromatography, HPLC)测定 TFs 具有分离效果好, 准确度

高的特点, 是检测 TFs 的常用方法[13–14]。酶促制备 TF 主

要是指多酚氧化酶(polyphenol oxidase, PPO)在有氧作用下

催化儿茶素生成 TF[15], 因其催化效能优异而得到广泛应

用。然而, 在酶促过程中为防止 TF 向茶褐素转化, 因此在

反应进行到一定程度时需要终止酶活性。研究发现微波高

火[16–18]、高温[19–20]、加入抑制剂[16]等条件终止特定 PPO
酶促反应都具有良好的效果。本团队前期研究发现, 不同终

止条件对马铃薯PPO酶促制备TF的产量有一定的影响[17,20]。

因此, 探索适合马铃薯PPO酶促制备TF后的终止条件成为

本研究的研究重点。 
在酶促反应过程中, PPO 与多酚类物质接触, 在氧气

的参与下, 催化儿茶素类发生氧化反应, 生成一系列具有

苯并卓酚酮结构的化合物[21]。本研究基于实验室前期建立

的 HPLC 条件, 检测 4 种 TFs, 采用微波中高火、100 ℃水

浴和加入抑制剂对酶促反应体系进行处理, 使 PPO 失去活

性, 通过建立的色谱条件对酶促反应后所生成的 TFs 进行

检测, 以 TFDG 与 TFs 的生成量为评判标准, 选择出适合

马铃薯 PPO 酶促反应终止的方法, 为后续工业化生产 TF
提供一定的理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  试  剂 

TF、TF-3-G、TF-3’-G、TFDG(标准品纯度均大于 98%, 

成都德思特生物技术有限公司); 马铃薯(市场购买); 马铃

薯 PPO 酶(实验室制得); 茶多酚(上海麦克林生化科技有限

公司); 柠檬酸、磷酸氢二钠、邻苯二酚、抗坏血酸、L-半
胱氨酸(分析纯, 成都科隆化学品有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

Agilent 1100 高效液相色谱仪、EC-C18 色谱柱(4.6 mm× 
150 mm, 2.7 μm)(美国Agilent科技有限公司); N5000PLUS紫外

分光光度计(上海佑科仪器仪表有限公司); HZ1500L 恒温培养

摇床(武汉瑞华仪器仪表有限公司); TG16高速离心机(上海

卢湘离心机仪器有限公司); M1-L23B 美的微波炉(广东美

的厨房电器制造有限公司 ); BSA124S 电子天平 (精度

0.0001 g, 上海右一仪器有限公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  马铃薯 PPO 制备 
马铃薯 PPO 的提取采用匀浆浸提法, 参考崔晓颖等[21]

提取芋头 PPO 方法进行修改。称取去皮切块的马铃薯 200 g
于高速组织匀浆机中, 并加入 400 mL含 1% 交联聚乙烯吡

咯烷酮(crosslinked polyvinylpyrrolidone, PVPP)的预冷磷酸

盐缓冲液中(0.05 mol/L pH 7.6)混合, 用组织匀浆机捣碎5 min。
将匀浆液放入 4 ℃冰箱中低温浸提 12 h, 用纱布挤压进行粗

过滤挤出滤液, 去滤渣后将滤液放入高速冷冻离心机中, 在
保持 4 ℃的温度下以 8500 r/min 的转速离心 30 min, 离心

后以上清液做马铃薯 PPO 酶液。 
1.3.2  HPLC 分析条件 

采用 EC-C18 色谱柱, 流动相分别为 0.1%甲酸溶液和

乙腈溶液, 流速 1.0 mL/min, 柱温 35 ℃, 检测波长 280 nm。

梯度洗脱程序如表 1 所示。 
 

表 1  梯度洗脱程序 
Table 1  Gradient elution program 

时间/min 
流动相体积分数/% 

流动相 A 流动相 B 

 0.0 95.0  5.0 
 5.0 80.0 20.0 
 8.0 75.0 25.0 
30.0 75.0 25.0 
31.0 95.0  5.0 
32.0 95.0  5.0 
32.1 72.0 28.0 
38.0 72.0 28.0 
38.1 95.0  5.0 
40.0 95.0  5.0 



70 食品安全质量检测学报 第 17 卷 
 
 
 
 
 

1.3.3  TFs 标准曲线的建立 
称取 100 mg 的 TF 标准品, 用甲醇溶解并定容至

1000 mL, 即得 TF (100 mg/L)、TF-3-G (100 mg/L)、
TF-3’-G (100 mg/L)和 TFDG (100 mg/L) 4 种标准品母液。

将混合母液进行稀释, 其质量浓度分别为 5、10、20、35、
50、100 mg/L, 用 0.45 µm 微孔滤膜过滤后即得梯度标准

品工作液。利用 HPLC 测定 TF 单体生成量, 以此建立各

TF 单体的标准曲线。 
1.3.4  不同终止条件对 TFs 产量的影响 

(1) PPO 酶促合成 TFs 
参考 TENG 等[22]和吴光亮等[16]对茶叶 PPO 进行酶促

反应生成 TF 方法。称取 0.50 g 茶多酚于 100 mL 柠檬酸盐

缓冲溶液中摇匀作为反应液, 向反应液中加入 15 mL 的马

铃薯 PPO 溶液 , 构成酶促反应体系。设置摇床温度为

30 ℃、转速为 1300 r/min, 反应时间为 90 min。待反应结束

后, 采用不同的方法对 PPO 进行处理使其失活, 5000 r/min
离心 10 min, 取上清液进行过滤, 采用 0.22 µm 微孔滤膜, 
对滤液进行 HPLC 测定。 

(2)微波对 TFs 产量的影响 
在酶促反应完成后, 将反应溶液分别放入微波炉中

以中火 20 s、高火 20 s。在终止反应后进行酶活力测定和

HPLC 测定。 
(3) 100 ℃水浴对 TFs 产量的影响 
在酶促反应完成后, 将反应溶液在 100 ℃水浴中加热

5 min。在终止反应后进行酶活力测定和 HPLC 测定。 
(4)不同抑制剂对 TFs 产量的影响 
在酶促反应完成后, 将反应溶液分别加入 0.8 mg/mL

抗坏血酸、0.8 mg/mL 柠檬酸、0.8 mg/mL L-半胱氨酸混匀。

在终止反应后进行酶活力测定和 HPLC 测定。 
1.3.5  PPO 酶活力测定 

PPO 酶活力测定使用课题组前期建立的方法进行[16], 
使用紫外分光光度计进行 PPO 酶活力测定。取 1.5 mL 缓

冲液和 0.5 mL PPO 酶液于 25 ℃水浴中 4 min 后, 迅速加

入 0.5 mL 邻苯二酚溶液, 记录 30 s 内 420 nm 处吸光度的

相对变化, 重复 3 次, 空白对照以灭活酶代替。酶活力定

义: 在 420 nm 处吸光度 1 min 内变化 0.001 为一个酶活力

单位(U)。计算见公式(1): 

 酶活力= 420ΔOD
0.001t

×V1/V2   (1) 

式中: ΔOD420 为反应时间内吸光度变化值; t 为反应时间, 
min; V1 为 PPO 酶提取液总体积, mL; V2 为取样比色体积, 
mL。 

1.4  数据处理 

HPLC 进行 3 次重复, 使用 IBM SPSS Statistics 27.0
对数据进行处理和多重比较 (Waller-Duncan 法 ), 使用

Origin 2021 绘图。 

2  结果与分析 

2.1  建立 TF 标品标准曲线 

通过配制质量浓度为 5~100 mg/L 的 TF 标准工作液, 
得到 4 条标准曲线。结果如表 2 所示, 4 条标准曲线的 r2

均大于 0.99, 表明各单体组分的相对质量浓度和色谱峰面

积具有良好稳定的线性相关性。 

 
表 2  TF 标准曲线 

Table 2  Standard curves of TF 

TF 单体 线性范围/(mg/L) 线性方程 相关系数(r2) 检出限/(µg/mL) 定量限/(µg/mL) 

TF 5~100 Y=11.564X–12.387 0.9995 4.75 15.83 

TF-3-G 5~100 Y=16.154X–25.888 0.9991 3.16 10.53 

TF-3’-G 5~100 Y=23.916X–44.895 0.9957 2.67  8.90 

TFDG 5~100 Y=19.884X–54.569 0.9912 3.30 11.00 

注: Y 代表含量; X 代表对应的色谱峰面积。 

 

2.2  PPO 酶活力测定结果 

对终止后的马铃薯 PPO 进行酶活力测定, 结果如表 3
所示, 由表 3 可知, PPO 初始酶活力为 297.39~303.25 U, 
PPO 酶活力较高且不存在显著性差异(P>0.05); 经过不同

终止方式处理后的酶活力为 0 U, 表明经过不同方式处理

后, PPO 酶失去活性, 不会再继续催化生成 TFs。 

2.3  不同终止方式对 TF 质量浓度的影响 

在酶促反应结束后, 采用不同终止方式对反应体系 

表 3  PPO 酶活力(n=3) 
Table 3  PPO enzyme activity (n=3) 

处理方式 初始酶活力/U 处理后酶活力/U 

中火 302.33±0.89a 0.00 
高火 299.01±1.30a 0.00 

100 ℃水浴 297.39±1.56a 0.00 
抗坏血酸 303.25±0.67a 0.00 
半胱氨酸 298.66±0.31a 0.00 
柠檬酸 299.47±0.62a 0.00 

注: 表中同列不同小写字母表示存在显著性差异(P<0.05)。 
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进行处理, 通过 HPLC 检测 TF 产量, 结果如图 1 所示。由

图 1 可知, 使用 100 ℃水浴处理得到的 TF 质量浓度最高, 
为 43.36 µg/mL, 100 ℃水浴处理与微波高火处理 TF 质量浓度

无显著性差异(P>0.05)。使用微波中火、抗坏血酸与半胱氨酸

处理相互间对 TF 质量浓度无显著性差异, 但与高火和使用

100 ℃水浴处理间存在显著性差异(P<0.05)。在 6 种处理方式

中, 使用柠檬酸终止反应的TF质量浓度最低, 为27.65 µg/mL。 
 

 
 

注: 不同小写字母表示差异显著, P<0.05, 下同。 
图 1  不同终止方式对 TF 质量浓度影响 

Fig.1  Effects of different termination methods on TF concentration  
 

 

2.4  不同终止方式对 TF-3-G 质量浓度的影响 

不同终止方式对 TF-3-G 产量的影响结果如图 2 所示, 使
用100 ℃水浴终止反应, TF-3-G质量浓度最大, 为23.70 µg/mL, 
与其他处理方式 TF-3-G 生成量存在显著性差异(P<0.05)。使 

 

 
 

图 2  不同终止处理方式的 TF-3-G 质量浓度影响 
Fig.2  Effects of different termination methods on  

TF-3-G concentration  

用微波中火、抗坏血酸与半胱氨酸处理相互间对 TF-3-G
的生成量无显著性差异(P>0.05)。在 6 种处理方式中, 待测

样品中加入柠檬酸来终止反应, 其 TF-3-G 的生成量最少, 
为 15.62 µg/mL。 

2.5  不同终止方式对 TF-3’-G 质量浓度的影响 

不同终止方式对 TF-3’-G 质量浓度的影响结果如图 3
所示, 使用 100 ℃水浴终止反应, TF-3’-G 生成量达到最大

值, 为 19.69 µg/mL, 采用100 ℃水浴处理和半胱氨酸处理对

TF-3’-G 质量浓度无显著性差异, 与其他处理方式存在显著性

差异(P<0.05)。使用中火、高火与抗坏血酸处理相互间对TF-3’-G
的生成量无显著性差异。在 6 种处理方式中, 待测样品中加入柠

檬酸来终止反应, 其TF-3’-G的质量浓度最低, 为12.05 µg/mL。 
 

 
 

图 3  不同终止处理方式的 TF-3’-G 质量浓度影响 
Fig.3  Effects of different termination methods on  

TF-3’-G concentration 
 

2.6  不同终止方式对 TFDG 质量浓度的影响 

在酶促反应后对样品进行不同终止反应的处理, TFDG
的质量浓度如图 4 所示, 使用 100 ℃水浴处理时, TFDG质量

浓度最高, 为 32.47 µg/mL, 与其他处理方式相比 TFDG 产量

存在显著性差异(P<0.05)。在 6 种处理方式中, 待测样品中加

入抗坏血酸来终止反应, 其 TFDG 的质量浓度最低, 为
16.00 µg/mL。 

2.7  不同终止方式对 TFs 质量浓度的影响 

在酶促反应后对样品进行不同终止反应的处理。TFs
的质量浓度如图 5 所示: 在使用 100 ℃水浴结束反应时, 
TFs 质量浓度达到最大值, 为 119.12 µg/mL, 均与其他处

理方式存在显著性差异。其中使用中火、加入抗坏血酸和

半胱氨酸来处理之间 TFs 的质量浓度无显著性差异

(P>0.05)。在 6 种处理方式中, 待测样品中加入柠檬酸来终

止反应, 其 TFs 的质量浓度最低, 为 71.70 µg/mL。 
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图 4  不同终止处理方式的 TFDG 质量浓度影响 
Fig.4  Effects of different termination methods on  

TFDG concentration 
 

 
 

图 5  不同终止处理方式的 TFs 质量浓度影响 
Fig.5  Effects of different termination methods on TFs concentration 

 

3  讨论与结论 

现有研究[23–24]发现高温影响酶蛋白分子的三维结构

和活性中心, 直接影响 PPO 酶活力。在 100 ℃水浴下能够

使 PPO 酶失去活性, 阻止残留酶进行酶促反应, 且高温会

影响反应体系中氧气含量[25], 可能会促使 TFs 向其他茶色

素转变。TFs 不耐高温[26], 但在短时间内不会造成对已经

生成的 TFs 极大的破坏作用, 这也是使用 100 ℃水浴高温

处理方式, TFs 生成量相比较最多的原因。对于微波处理, 
有研究指出随着微波时间与功率的延长, 对多酚氧化酶的

抑制作用越来越显著, 酶活性也在减小, 最后直至钝化, 
达到抑制酶活的效果[27–28]。使用微波处理方式来终止反应, 
中火与高火 TFs 总生成量与此次研究类似, 功率越大, 酶

抑制效果更好, 酶促反应结束更彻底。HPLC 结果显示, 加
入 3 种抑制剂终止酶促反应后, TFs 的产量明显降低, 半胱

氨酸处理和抗坏血酸处理后 TFs 产量差异不显著, 与柠檬

酸处理后 TFs 产量存在显著性差异(P<0.05), 可能是由于

抑制剂的作用机理不同导致的, 研究[29]发现 0.8 mg/mL 的

L-半胱氨酸能够非竞争性抑制黄金梨多酚氧化酶, 使黄金

梨多酚氧化酶失去活性, 抗坏血酸可做为螯合剂抑制酶促

反应的发生[30], 研究指出, 抗坏血酸的抑制效果与其浓度

存在直接关系[31], 后续可详细研究不同浓度的抗坏血酸对

酶促反应的抑制效果。柠檬酸具有良好的抗褐变能力, 可
通过降低体系 pH 来抑制 PPO 活性, 达到终止酶促反应的

目的[32]。 
通过 HPLC 对 4 种 TF 进行测定, 建立了标准曲线, 各

单体的总质量浓度和色谱峰面积具有良好的线性相关性; 
检测并分析了不同终止方式对TFs产量的影响, 结果发现经

过 100 ℃水浴处理后, TFDG 的产量最高为 32.47 µg/mL, 
TFs 产量最高为 119.12 µg/mL, 与其他处理方式得到的产量

存在显著性差异, 通过对比不同终止方式下TFS产量, 表明

100 ℃水浴处理是适合马铃薯 PPO 酶促终止反应方法, 研
究结果期望为工业化制备 TFs 提供理论基础和实践指导。 
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