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摘　要：采用咖啡碱和氨基酸中碳氮稳定同位素比率分析方法（气相色谱-燃烧-同位素比值质谱，GC-C-IRMS）开

展不同年份普洱生茶真实性认证研究。化学计量学分析表明，基于茶叶咖啡碱和氨基酸中碳氮稳定同位素比率结

合化学计量学模型可以对不同年份普洱生茶进行有效区分，预测和验证准确率均达到 80% 以上，其中 BP-ANN 认

证性能最优，预测和验证准确率均达到 100%；进一步筛选和鉴定，得到不同年份普洱生茶的 3 种化学标记，包

括 δ15NThea、δ13CGlu 和 δ15NGlu。因此，基于 GC-C-IRMS 分析的咖啡碱和氨基酸中碳氮稳定同位素比率分析方法可

以用于不同年份普洱生茶的真实性认证。本研究初步建立了普洱生茶产品认证的指标体系及技术体系，也为其他

食品的认证研究提供研究思路和方法参考。
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Abstract：The method of carbon and nitrogen stable isotope ratio analysis in caffeine and amino acids (gas chromatography
combustion isotope ratio mass spectrometry, GC-C-IRMS) was used to carry out the authenticity certification of Pu'er raw
tea in different years.  Chemometrics analysis showed that the stable isotope ratios of carbon and nitrogen in caffeine and  
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amino  acids  combined  with  chemometrics  model  could  effectively  distinguish  Pu'er  raw  tea  in  different  years.  And  the
accuracy  of  prediction  and  verification  were  more  than  80%,  BP-ANN  had  the  best  certification  performance,  whose
accuracy of prediction and verification were 100%. Through further screening and identification, three chemical markers of
Pu'er  raw  tea  in  different  production  years  were  obtained,  which  included δ15NThea、 δ13Cglu and δ15NGlu.  Therefore,  the
analysis  method of  carbon and nitrogen stable isotope ratios in caffeine and amino acids based on GC-C-IRMS could be
used to authenticate the authenticity of Pu'er raw tea in different years. This study preliminarily established the index system
and technical system of Pu'er tea product certification, which also provided research ideas and method references for other
food certification research.

Key words：Pu'er raw tea；production years；caffeine；amino acids；carbon and nitrogen stable isotope ratios

 

中国黑茶（CDT）是一种后发酵茶，是中国六大

茶类之一[1]。黑茶在适当的条件下可以通过陈化以

确保和提高其质量[2]。普洱茶是具有代表性的黑茶

之一，普洱生茶直接由晒青绿茶经蒸压而成[3]。普洱

生茶在仓储陈化过程中化学成分均发生显著变化[4−5]。

但妥善保存的普洱茶不会变质，陈化后，茶的香气更

佳，口感更醇厚[6−7]。近年来，普洱生茶越来越被追求

健康生活方式的消费者所接受和重视[8−9]。在适当的

贮藏条件下，普洱生茶在一定年限内越陈价格越昂

贵[10−11]。因此，消费者对普洱生茶关注最多的是普洱

生茶的生产年份（储存年份），其生产年份很大程度上

影响了消费者交易的意愿[12−13]。因此，应开发一种可

靠、准确的分析和验证不同生产年份普洱生茶产品

真实性的方法，以保护消费者和生产者的利益。

稳定同位素技术适合应用于普洱茶真实性认证

研究，因为不同元素的同位素组成提供了关于普洱茶

来源的充分信息[14−15]。近年来，稳定同位素比值分析

在普洱茶真实性认证中得到了广泛的应用，尤其是在

产地溯源，但在普洱茶生产年份上的认证还鲜有研

究[16−17]。特异性化合物同位素分析（CSIA）不仅是鉴

别普洱茶来源的有效方法之一，也是了解茶树代谢的

有效方法之一[18−19]。咖啡碱是存在于咖啡（Coffea
arabica）或茶（Camellia  sinensis）等一些植物的种

子、叶子和根部的主要生物碱[20]。咖啡碱碳氮稳定

同位素比率已被用作咖啡豆地理来源的化学标

记[21−22]。氨基酸（如组氨酸和苯丙氨酸）的 δ13C 和

δ15N 特征可用于区分不同植物种类对有效氮源的获

取[23]。氨基酸是植物（如茶）中占主导地位的低分子

量含氮生物分子，这些化合物合成过程中的同位素分

馏模式记录了植物生长环境的一系列信息[24−25]。然

而，对普洱茶中咖啡碱和氨基酸中 δ13C 和 δ15N 特征

分析还鲜有研究，本研究将探讨其分析和真实性认证

的可行性。

咖啡碱和氨基酸 δ13C 和 δ15N 通常由元素分析

同位素比值质谱（EA-IRMS）测定。但是，该方法需

要大量的高纯度咖啡碱来进行实验，且咖啡碱的提取

和纯化费力且耗时[26]。此外，在 EA-IRMS 测量之前

的咖啡因提取/纯化过程中，咖啡碱的 δ13C 和 δ15N 可

能会受到非定量恢复的影响。因此，本文提出了一种

利用气相色谱-燃烧-同位素比值质谱（GC-C-IRMS）
测定普洱茶中咖啡碱和氨基酸 δ13C 和 δ15N 的分析方法。

本研究探讨利用咖啡碱和氨基酸中氮和碳稳定

同位素比值来进行不同生产年份普洱茶认证的可行

性。为了获得准确的 δ13C 和 δ15N 值，研究了相关的

潜在误差来源。利用 GC-C-IRMS 测定不同生产年

份普洱茶中咖啡碱和 6 种主要游离态氨基酸的

δ13C 和 δ15N 特征，分析差异性及相关关系，建立化学

计量学模型，筛选出重要化学标记，以期为构建快

速、可靠的不同生产年份普洱茶认证技术提供科学

依据。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

不同生产年份的茶样：采集 2014 年、2015 年、

2016 年、2017 年、2018 年来自中国云南省（云南临

沧凤庆，纬度 24°35'，经度 100°04'）同一厂家生产的

同一品牌（香竹菁）普洱生茶样品（每年采集样本数

n=9）。普洱生茶样品相对应的即为储存了 5~9 年的

样品。所有样品均为饼茶（嫩度相同），且来自同一采

收季节。另外收集了上述同一来源不同年份茶样

（n=5）进行模型验证（不用于模型训练），只标记一个

序号，作为盲样处理。

氯仿（纯度 99.0%）、氢氧化钠（纯度 96.0%）、纯

商用咖啡碱试剂（纯度 98.0%）　日本和光纯药工业

株式会社；无水硫酸钠　日本东京关东化学株式会

社；IAEA-CH-7（纯度 98.5%）、IAEA-600 咖啡碱（纯

度 98.5%）、L-谷氨酸标准品、NBS-22 燃料油、

IAEA-CH-6 蔗糖、IAEA-NO3 硝酸钾　北京博研科

创生物技术有限公司；USGS 40 L-氨基酸标准品（丙

氨酸、茶氨酸、谷氨酸、天门冬氨酸、苏氨酸和丝氨

酸，纯度 98%）、Amberlite  IR120 阳离子交换树脂

（氢型）　北京普天同创生物科技有限公司；ACN

（Acetonitrile）衍生辅助试剂、N-叔丁基二甲基甲硅

烷基-N-甲基三氟乙酰胺（N-tert-Butyldimethylsilyl-

N-methyltrifluoroacetamide，MTBSTFA）、二氯甲烷

（纯度 99.8%）、异丙醇（纯度 99.5%）、丙酮（纯度

95%）、乙酸乙酯（纯度 99%）、三乙胺（纯度 99.5%）、

醋酸酐（纯度 98%）　上海吉至生化科技有限公司

X-620 型 TP 型匀浆器、ALC PK 131R 离心机、

GC IsoLink II+ConFlo IV™ IRMS、ISQ 7610 单四

极杆 GC-MS、Delta V Advantage 同位素比值质谱仪
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 1.2　实验方法

 1.2.1   样品制备　所有茶样粉碎过筛 40 目，取 0.1 g
茶样，加入 5 mL 超纯水，沸水浴中浸提 5 min，冷冻

离心机 4000 r/min 下离心 10 min，取上清，冷藏保

存，备用[27−28]。

 1.2.2   咖啡碱的碳氮稳定同位素比率测定　商业咖

啡碱和 IAEA-600 的 δ13C 和 δ15N 采用 EA-IRMS 法

测量[21]。精密量取茶样提取液 1 mL，置于 10 mL 离

心管中，加氯化钠饱和，摇匀，加 2.5 mL 乙腈，涡旋混

匀 1 min，超声波功率 200 W 下超声 10 min，离心

（2500 r/min）2 min，用吸管吸取上清液 3 mL 于 10 mL
容量瓶中，残渣再用 2×2.5 mL 乙腈提取 2 次，合并

有机层，定容至刻度，加无水硫酸镁 1 g 和中性氧化

铝粉末 1 g，摇匀。静置后取 1 μL 供 GC-C-IRMS 进

样分析。GC 柱温程序：起始温度为 40 ℃，保持 2 min；
随即以 10 ℃/min 速度升温至 300 ℃，保持 6 min。
注射温度设置为 200 ℃，无分流模式；HP-1 毛细管

柱（30 m×0.32 mm×0.25 μm）；载气为氦气，柱流速

1 mL/min。IRMS 燃烧炉温度设置为 1030 ℃，氦反

冲从 t=0 开始，一直持续到 700 s，并在 1990 s 重新

开始，直到分析结束。在 t=30、80、130、170、1930
和 1970 s 引入 6 组参考气体（CO2）。在这些条件

下，咖啡碱的保留时间约为 1200 s[6]。

 1.2.3   氨基酸的碳氮稳定同位素比率测定　利用

EA-IRMS 测量了非衍生的单一氨基酸的 δ13C 和

δ15N 值、标准品 L-谷氨酸 USGS40、燃料油 NBS-
22、食糖 IAEA-CH-6 中 δ13C 值和谷氨酸 USGS40、
硝酸钾 IAEA-NO3 的 δ15N 值[28]。氨基酸衍生条件：

称取一定质量的丙氨酸（Ala）、茶氨酸（Thea）、谷氨

酸（Glu）、天门冬氨酸（Asp）、苏氨酸（Thr）和丝氨酸

（Ser），加 0.1 mol/L 盐酸超声溶解，配制成除天门冬

氨酸、谷氨酸质量浓度分别为 3.25、3.11 mmol/L
外，其他氨基酸浓度为 2.5 mmol/L 的混合氨基酸对

照品溶液，4 ℃ 保存。吸取一定量的氨基酸溶液

400 μL 放于 2 mL 自动进样瓶中，加入适量 40 nmol/L
的正缬氨酸作为内标，置于氮吹仪中于室温下吹干，

分别加入 40~100 μL 的 ACN 衍生辅助试剂、40~
100 μL 的 MTBSTFA 衍生试剂（MTBSTFA 与 ACN
的比例为 1:1），加入量依据不同的氨基酸量而定，依

设定温度 110 ℃ 衍生 30 min，反应完成后冷却至室

温，待用[29]。

GC-C-IRMS 使用条件：Trace GC Ultra（GC Iso-
Link+ConFlo IV, Thermo Scientific）与 IRMS （DELTA
V, Thermo Scientific）通过开放分流界面进行单体

氨基酸同位素分析，并使用单四极 GC-MS（ ISQ
Thermo  Scientific）。进行 δ15N 分析时，使用自动

取样器以无分裂模式注入 0.8~1.0  μL 样品。HP-
INNOWAX 毛细管柱（60 m×0.32 mm×0.25 μm），载

气为氦气，柱流速 1.4  mL/min，注射温度设置为

250 ℃。GC 柱温程序：起始温度为 40 ℃，保持

2 min；随即以 40 ℃/min 速度升温至 140 ℃，2.5 ℃/min
速度升温至 180 ℃，6 ℃/min 速度升温至 220 ℃，最

后 40 ℃/min 速度升温至 250 ℃，保持 15 min。进

行 δ13C 分析时，使用自动取样器以无分裂模式注入

1.0 μL 样品。采用分流模式注入，采用更强的极性

柱，可以获得更高更锐利的峰，ZB-FFAP 毛细管柱

（30 m×0.25 mm×0.25 μm），GC 柱温程序：起始温度

为 40 ℃，保持 1 min；随即以 15 ℃/min 速度升温至

120 ℃，3 ℃/min 速度升温至 190 ℃，5 ℃/min 速度

升温至 250 ℃，保持 7 min。IRMS 燃烧炉温度设

置为 1030 ℃，用 Nafion 膜组成的疏水阀除去水蒸

气。在对 δ15N 进行分析时，在燃烧氧化反应器后

加入液氮捕集器以从氧化和还原分析物中去除

CO2
[30−31]。

 1.3　数据处理

采用 SPSS 统计软件（version 23.0，IBM，USA）

进行单因素方差分析（ANOVA）、线性判别分析

（LDA）和 BP 人工神经网络（BP-ANN）。使用 SIMCA
软件（version 13.0，Umetrics，Umea，Sweden）进行层

次聚类分析（HCA）、主成分分析（PCA）和偏最小二

乘判别分析（PLS-DA）。在进行 PCA、HCA、LDA、

PLS-DA 和 BP-ANN 应用之前，所有变量都进行了

自动放缩[21]。

 2　结果与分析

 2.1　方法学验证

 2.1.1   GC-C-IRMS 测定咖啡碱 δ13C 和 δ15N 值方法

学验证结果　适用性考察：利用 1.2 实验方法 EA-

IRMS 测得的商用咖啡碱的 δ13C 和 δ15N 值与 GC-

C-IRMS 方法测得的 δ13C 和 δ15N 值进行比较，结果

表明 GC-C-IRMS 测定的 δ13C 和 δ15N 值与 IRMS

测定的 δ13C 和 δ15N 的精密度值分别为 0.14%、0.18%

和 0.15%、0.20%。其结果在相同精度范围内，且两

种方法的标准差相似，均小于 0.2%。因此，除了实验

部分所描述的标准化之外，GC-C-IRMS 无需任何校

正因子即可使用。

准确性考察：利用 1.2 实验方法重复分析商用咖

啡碱 3 次。GC-C-IRMS 测定的平均精度为：δ15N 为

±0.15‰；δ13C 为±0.5‰。

不确定度考察：利用 1.2 实验方法对普洱生茶样

品重复提取 10 次并测量其 δ13C 和 δ15N 值。获得的

标准偏差 δ15N 为±0.1‰；δ13C 为±1.0‰。

 2.1.2   GC-C-IRMS 测定氨基酸 δ13C 和 δ15N 值方法

学验证结果　适用性考察：利用 1.2 实验方法将 GC-C-

IRMS 测得的标准氨基酸混合物的 δ13C 和 δ15N 值

与 EA-IRMS 测得的纯非衍生单氨基酸的同位素值

进行了比较，均进行 3 次重复。经校正后，EA-IRMS 和

GC-C-IRMS 测量值之差分别不高于±0.5‰和±1.6‰。

准确性考察：利用 1.2 实验方法对氨基酸对照品

的重复衍生 10 次，每个重复进行 3 次重复。GC-C-
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IRMS 测定的平均精度为：δ15N 为±0.1‰；δ13C 为

±0.5‰。

不确定度考察：利用 1.2 实验方法对普洱生茶样

品进行提取和衍生 10 次并测量 δ13C 和 δ15N 值。获

得的标准偏差 δ15N 为±0.2‰；δ13C 为±0.7‰。

 2.2　不同生产年份普洱茶中咖啡碱和主要游离态氨基

酸中 δ13C 和 δ15N 的变化

从表 1 中可以看出，五个年份生产的普洱茶中

不同化合物之间（咖啡碱、6 种主要游离态氨基酸）

的 δ13C 和 δ15N 值差异显著（P<0.05），所有普洱茶中

咖啡碱的 δ13C 平均值（−31.85‰±0.72‰）要低于所有

主要游离态氨基酸的 δ13C 平均值。主要游离态氨基

酸中丝氨酸 δ13C 平均值>天门冬氨酸>谷氨酸>丙氨

酸>苏氨酸>茶氨酸。同时研究发现，谷氨酸的 δ15N
平均值>丙氨酸>天门冬氨酸>茶氨酸>咖啡碱>苏氨

酸>丝氨酸，这种差异可能与不同生产年份环境因子

影响有关。

单因素方差分析结果（表 1）显示，按照不同生产

年份对茶样品进行分组，2018 年生产的普洱生茶中

咖啡碱、6 种主要游离态氨基酸的 δ13C 显著低于其

他年份（P<0.05），这可能是逐年大气中 CO2 浓度的

增加，植物进行光合作用，影响气孔的开闭，继而影

响 δ13C 值[27−28]。同时，2018 年和 2017 年生产的普

洱茶中咖啡碱、6 种主要游离态氨基酸的 δ15N 值没

有显著变化（P>0.05），但 2016 年至 2014 年的普洱

生茶中除丝氨酸、咖啡碱外，其余化合物的 δ15N 值

呈逐年降低的趋势（P<0.05）。此外，同一年样品中各

化合物的 δ13C 和 δ15N 最大值和最小值存在较大差

异，单一变量无法准确认证不同年份的普洱茶。为了

更加准确认证普洱茶，利用化学计量学结合这些具有

统计学意义的多变量（咖啡碱、6 种主要游离态氨基

酸的 δ13C 和 δ15N）对不同生产年份普洱茶样品进行

聚类趋势评价，探讨真实性认证的可能性。

 2.3　不同生产年份普洱茶的无监督识别分析

 2.3.1   HCA 分析　如图 1 所示，HCA 描述了 2 个变

量聚类树。HCA 中聚类到同一簇的变量相关性较

高[30]。所有化合物的 δ13C 值聚类到了同一聚类树，

证明咖啡碱和 6 种主要游离态氨基酸的 δ13C 值之间

存在较强相关性。同时可以看出，所有化合物的

δ15N 值聚类到了同一聚类树，证明咖啡碱和 6 种主

要游离态氨基酸的 δ15N 值之间也存在较强相关性，

这种不同化合物间 δ13C 值的相互间的相似性和

δ15N 值相互间的相似性机理是下一步研究重心。此

外，HCA 显示了多个样本聚类树，对不同生产年份的

普洱茶分组效果较差。可以看出，仅有 2014 年普洱

茶能单独聚类到同一个集群。2015 年茶样和 2016
年茶样、2017 年茶样和 2018 年茶样均分别聚类成

一个混合集群，无法区分开来，相近年份的普洱茶较
 

表 1    不同生产年份茶中的咖啡碱和氨基酸的 δ13C 和 δ15N 值（‰，n=9）
Table 1    δ13C and δ15N values of caffeine and amino acid of tea samples with different production years (‰, n=9)

变量

2014年普洱茶 2015年普洱茶 2016年普洱茶 2017年普洱茶 2018年普洱茶

F P 值平均值±
标准差

最小值 最大值
平均值±
标准差

最小值 最大值
平均值±
标准差

最小值 最大值
平均值±
标准差

最小值 最大值
平均值±
标准差

最小值 最大值

δ13C咖啡碱
−31.04±

0.14a −31.15 −30.68
−31.27±

0.12b −31.41 −31.05
−31.60±

0.15c −31.84 −31.36
−32.50±

0.14d −32.73 −32.35
−32.85±

0.13e −33.05 −32.64 290.27 0.000

δ13C丙氨酸
−22.27±

0.15a −22.38 −21.91
−23.30±

0.16b −23.44 −23.07
−23.54±

0.16c −23.79 −23.29
−24.38±

0.15d −24.62 −24.22
−24.64±

0.14e −24.85 −24.42 391.56 0.000

δ13C茶氨酸
−29.03±

0.17a −29.14 −28.67
−29.24±

0.14b −29.38 −29.02
−29.55±

0.19c −29.79 −29.31
−30.43±

0.19d −30.66 −30.28
−30.76±

0.16e −30.96 −30.55 267.91 0.000

δ13C谷氨酸
−20.46±

0.13a −20.57 −20.10
−21.60±

0.13b −21.75 −21.37
−21.83±

0.13c −22.08 −21.57
−22.65±

0.18d −22.89 −22.50
−22.90±

0.19e −23.11 −22.68 404.76 0.000

δ13C天门冬氨酸
−19.59±

0.19a −19.70 −19.23
−19.90±

0.10b −20.04 −19.68
−20.12±

0.14c −20.36 −19.87
−20.91±

0.12d −21.14 −20.76
−21.14±

0.10e −21.35 −20.93 204.65 0.000

δ13C苏氨酸
−28.47±

0.18a −28.58 −28.11 −29.24±
0.15b −29.38 −29.02 −29.55±

0.17c −29.79 −29.30 −30.43±
0.11d −30.67 −30.28 −30.76±

0.12e −30.96 −30.54 386.53 0.000

δ13C丝氨酸
−15.31±

0.12a −15.42 −14.95 −16.30±
0.18b −16.44 −16.07 −16.47±

0.13c −16.72 −16.21 −17.25±
0.16d −17.49 −17.09 −17.44±

0.18e −17.66 −17.22 309.57 0.000

δ15N咖啡碱
2.60±
0.31c 1.91 2.99 2.59±

0.39c 2.04 3.14 3.51±
0.63b 2.30 4.34 4.71±

0.44a 4.03 5.24 4.93±
0.26a 4.34 5.16 62.26 0.000

δ15N丙氨酸
3.58±
0.33d 2.89 3.97 5.00±

0.53c 4.26 5.75 6.24±
0.84b 4.63 7.36 7.83±

0.58a 6.94 8.52 8.11±
0.34a 7.34 8.40 107.32 0.000

δ15N茶氨酸
3.77±
0.35c 3.08 4.16 3.88±

0.39c 3.33 4.43 4.91±
0.63b 3.70 5.75 6.23±

0.44a 5.55 6.76 6.57±
0.26a 5.98 6.80 83.65 0.000

δ15N谷氨酸
4.97±
0.34d 4.28 5.36

7.56±
0.57c 6.76 8.36

9.00±
0.89b 7.28 10.18

10.79±
0.61a 9.85 11.52

11.20±
0.36a 10.39 11.51 170.40 0.000

δ15N天门冬氨酸
2.83±
0.30d 2.14 3.22

4.39±
0.60c 3.55 5.24

5.67±
0.94b 3.86 6.93

7.32±
0.64a 6.33 8.09

7.32±
0.37a 6.49 7.64 89.06 0.000

δ15N苏氨酸
1.50±
0.37c 0.81 1.89

1.63±
0.46c 0.99 2.28

2.55±
0.73b 1.14 3.53

3.79±
0.51a 3.00 4.39

3.88±
0.30a 3.20 4.14 48.65 0.000

δ15N丝氨酸
1.12±
0.33c 0.43 1.51

1.05±
0.43c 0.45 1.65

1.87±
0.68b 0.56 2.78

3.00±
0.47a 2.27 3.57

3.07±
0.28a 2.43 3.31 41.22 0.000

注：平均值是三次重复分析的结果，不同小写字母表示不同生产年份普洱茶之间差异显著（Duncan，P<0.05）。
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难以区分，这可能是由于相近年份生产的茶样其在土

壤性质、环境条件的相似性所致 [17]。因此，采用

HCA 结合咖啡碱和 6 种主要游离态氨基酸的 14 个

δ13C 和 δ15N 值对不同生产年份的普洱茶无法进行有

效认证。

 2.3.2   PCA 分析　PCA 分析结果表明，前二个主成

分（PCs）分别代表 2014 年至 2018 年普洱茶样品的

可变性的方差贡献率的 93.2% 和 4.8%。可见，前二

个主成分的累积方差贡献率较高（98.0%），表明此模

型 PCA 分类性能较强。从图 2A 中可以看出 2015 年

茶样、2016 年茶样、2017 年茶样和 2018 年茶样均

很难区分出来，仅 2014 年茶样的鉴别较容易。从

图 2B 所示的加载图中可以观察到 PC1 和 PC2 平面

中变量的取向，PC1 中大部分变量的方差贡献相差不

大，均有较大贡献；而 PC2 的主要特征变量包括

δ13C丝氨酸、δ15N苏氨酸、δ15N丝氨酸和 δ15N咖啡碱。PC1 能

将 2014 年茶样认证出来，PC2 很难能将茶样认证出

来。总体而言，不同生产年份普洱茶样品可根据咖啡

碱和 6 个主要游离态氨基酸的 δ13C 和 δ15N 值图谱

的 PCA 初步分组。

通过两种无监督模式识别方法（HCA 和 PCA）

的应用，无法对 2014 年至 2018 年普洱茶样本进行

区分。因此，进一步探索其他监督识别化学计量工

具，对不同生产年份茶样进行认证。

 2.4　不同年份普洱茶的有监督识别证实方法的预测

建模

 2.4.1   PLS-DA　PLS-DA 分析结果表明，该方法结

合咖啡碱和 6 个主要游离态氨基酸的 δ13C 和 δ15N
值是认证不同生产年份普洱茶的合适方法（图 3），因
为 PLS-DA 模型显示了极好的模型性能（R2X=1.00，
R2Y=0.86，Q2=0.83）。该模型解释了 X 的 100% 变

化和 Y 的 86% 变化，预测能力 Q2 为 83%。PLS-DA

得分图显示了 5 个生产年份普洱茶的聚类，但研究

发现，相近年份的茶样存在重叠现象，2014 年茶样、

2015 年茶样和 2016 年茶样混淆，2017 年茶样和
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图 1    样本与咖啡碱和 6 种主要游离态氨基酸的 δ13C 和 δ15N 的 HCA 相关矩阵

Fig.1    HCA correlation matrix of the relationship between the samples and δ13C and δ15N values of caffeine and
amino acid of tea samples

注：每个方框表示每个样本和一个变量的皮尔逊相关系数，相关系数的值用绿色或红色的强度表示。2014、2015、2016、2017、
2018 分别表示 2014 年普洱茶、2015 年普洱茶、2016 年普洱茶、2017 年普洱茶、2018 年普洱茶。
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2018 年茶样混淆。这与相近年份的相似环境、气候

和耕种习俗等综合因素有关[17]。

 
 

w·c[1]

δ13CCaffeine

δ15NCCaffeine

δ13CAlaδ15NAla

δ13CThea

δ15NThea δ13CGlu

δ15NGlu

δ13CAspδ15NAsp

δ13CThr
δ15NThr

δ13CSer

δ15Nser

$M1.DA(1)

$M1.DA(2)

$M1.DA(3)

$M1.DA(4)

$M1.DA(5)

w
·c

[2
]

−0.20
−0.10

0
0.10
0.20

−0.3 −0.2 −0.1 0 0.1 0.2

X
Y

B
R2X[1] = 0.877, R2X[2] = 0.122 

−4
−3
−2
−1

0
1
2
3

−10 −8 −6 −4 −2 0 2 4 6 8
t[1]

1
2
3
4
5

A
R2X[1] = 0.877, R2X[2] = 0.122, Ellipse: Hotelling’s T2 (95%) 

t[2
]

0
0.4
0.8
1.2
1.6

V
IP

C

δ1
5 N

A
la

δ1
3 C

A
sp

δ1
3 C

C
af

fe
in

e

δ1
3 C

Se
r

δ1
3 C

G
lu

δ1
3 C

Th
ea

δ1
3 C

A
la

δ1
3 C

Th
r

δ1
5 N

G
lu

δ1
5 N

C
af

fe
in

e

δ1
5 N

A
sp

δ1
5 N

Se
r

δ1
5 N

Th
ea

δ1
5 N

Th
r

Var ID (primary)

图 3    不同年份茶样依据咖啡碱和 6 个主要游离态氨基酸的
δ13C 和 δ15N 的 PLS-DA 鉴定结果比较

Fig.3    Comparison of the PLS-DA results derived from δ13C
and δ15N of caffeine and six main amino acids of tea of different

production years
注：得分图（A）和 PLS-DA（B）的荷载图和 PLS-DA 模型得到
的投影值的变量重要度（C），得分图上在 95% 置信区间的
P<0.05 水平上。1、2、3、4、5 分别代表 2014 年、2015 年、
2016 年、2017 年、2018 年的普洱茶。
 

PLS-DA 评分图（图 3A）显示，两个排名最高的

R2X 占总方差的 99.9%，覆盖范围广，结果认可度

高。第一个 R2X 占总方差的 87.7%，第二个 R2X 中

占该总方差的 12.2%。两个 R2X 均没有特征贡献变

量，可见咖啡碱和 6 个主要游离态氨基酸的 δ13C 和

δ15N 值对该模型的总方差影响均衡（图 3B）。在

PLS-DA 模型预测中的变量重要度 VIP>1 的 6 个最

重要的变量为 δ15NAla、δ13CAsp、δ13CCaffeine、δ13CSer、

δ13CGlu 和 δ13CThea 可以作为在此模型中证实不同生

产年份普洱茶产品的化学标记（图 3C）。

 2.4.2   BP-ANN　应用BP-ANN 对2014 年至2018 年

5 个不同年份普洱茶样品进行认证。输入层、隐藏层

和输出层分别有 14 个、4 个和 5 个神经元，隐含层

层数为 1。并对模型的识别能力和预测能力进行了

评价，从茶样中随机抽取 70% 的样本作为训练集，剩

余的 30% 的样本作为外部验证测试的测试集。所有

普洱茶样品可以成功地分为五组代表相应不同生产

年份茶样，在模型训练过程中，识别能力的精度为

100.0%（表 2）。为了进一步测试建立的预测模型的

预测能力，用剩下的 30% 普洱茶样本建立模型外部

验证。30% 样本中均能够正确预测为 5 组，总体预

测精度为 100.0%，说明本 BP-ANN 模型具有极好的

适用性。与 PLS-DA 模型相比，BP-ANN 模型的性

能和效果在证实不同生产年份茶样更好，这与 BP-

ANN 算法有关，证明 BP-ANN 算法相较于 PLS-

DA 算法更适用于不同生产年份茶样的证实。根据

模型中的重要性和标准化的重要性得知 BP-ANN 中

可作为证实不同生产年份普洱茶的化学标记的 6 个

最重要的变量为 δ15NGlu、δ15NThea、δ13CThr、δ13CThea、

δ15NAla 和 δ13CAsp（图 4）。

 2.4.3   LDA　为探索结合咖啡碱和 6 种主要游离态

氨基酸 δ13C 和 δ15N 值认证不同生产年份茶样的

LDA 模型的预测精度，对 LDA 模型的识别和预测

能力进行了评价。将数据分为训练集（70%）和测试

集（30%）用于外部验证。结果表明，形成了两个具有

统计学意义的 Fisher 判别函数：第一个 Fisher 判别

函数Wilks’ Lambda=0.000，X2=244.66，df=12，P<0.001；

第二个 Fisher 判别函数 Wilks’ Lambda=0.052，X2=

79.94，df=6，P<0.001。Wilks 值的显著性表明判别函

数是种群分化的基础。第一个 Fisher 判别函数占总

方差的 96.7%，第二个 Fisher 判别函数占总方差的

3.2%。两者共占总方差的 99.9%，结果覆盖面极好。

经 Wilks’ Lambda 步进式方法选择变量后，简化

后的模型中纳入了化学标记 δ15NThea、δ13CGlu 和

δ15NGlu。判别分析表明，5 个不同生产年份的茶样均

得到了较好的证实（图 5）。第一个 Fisher 判别函数

对 2014 年茶样和 2018 年茶样具有明显的证实作
 

表 2    BP-ANN 模型的模型训练和预测结果

Table 2    Model training and prediction results of the BP-ANN model

训练集 测试集

2014年茶样 2015年茶样 2016年茶样 2017年茶样 2018年茶样 总计 2014年茶样 2015年茶样 2016年茶样 2017年茶样 2018年茶样 总计

2014年茶样 7 0 0 0 0 7 2 0 0 0 0 2
2015年茶样 0 7 0 0 0 7 0 2 0 0 0 2
2016年茶样 0 0 6 0 0 6 0 0 3 0 0 3
2017年茶样 0 0 0 6 0 6 0 0 0 3 0 3
2018年茶样 0 0 0 0 7 7 0 0 0 0 2 2
准确率（%） 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
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用。第二个 Fisher 判别函数对 2015 年茶样有明显

的证实作用。识别能力以模型训练中茶样正确分类

的百分比表示，总体准确率为 90.6%，结果很好，对

2016 年茶样、2017 年茶样和 2018 年茶样识别效果

相对较差，仅为 85.7%。采用典型的交叉验证和外部

验证方法以茶样正确分类的百分比表示预测能力。

交叉验证方法的预测总准确率为 87.5%，外部验证方

法的预测总准确率为 84.6%，该方法预测结果较好。

交叉验证和外部验证方面，2018 年茶样的准确率

（71.4% 和 50.0%）低，可能与样本数量有关，后期研

究将扩大样本量以提高认证的准确性（图 5 和表 3）。

对比三个预测模型性能，BP-ANN 的识别和预

测能力优于 PLS-DA 和 LDA。结合咖啡碱和 6 种

主要游离态氨基酸 δ13C 和 δ15N 值认证不同生产年

份茶样，BP-ANN 是最佳证实方法。通过 3 种不同

的有监督识别方法选取的变量中，三种模型共同筛选

出 δ15NThea、δ13CGlu 和 δ15NGlu 为结合咖啡碱和 6 种

主要游离态氨基酸 δ13C 和 δ15N 值认证不同生产年

份普洱茶的最重要的化学标记。

 2.4.4   预测模型在“盲”数据集下验证　为了进一步

检验为预测所开发的化学计量学的稳定性，对各预测
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图 4    BP-ANN 依据咖啡碱和 6 种主要游离态氨基酸
δ13C 和 δ15N 值中不同生产年份普洱茶证实的变

量重要性（P<0.05）
Fig.4    Importance of independent batches with correct

authentication tea of different production years in BP-ANN of
δ13C and δ15N of caffeine and six main amino acids （P<0.05）
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图 5    基于咖啡碱和 6 种主要游离态氨基酸 δ13C 和 δ15N 值
的不同生产年份普洱茶真伪认证的 LDA 模型得分图

Fig.5    The score plot of LDA model of authentication of tea of
different production years on the basis of δ13C and δ15N of

caffeine and six main amino acids
 

 

表 3    LDA 模型进行模型训练、交叉验证和预测结果

Table 3    Model training, cross-validation and prediction results by the LDA model

2014年茶样 2015年茶样 2016年茶样 2017年茶样 2018年茶样 准确率（%）

训练集

2014年茶样 5 0 0 0 0 100.0
2015年茶样 0 6 0 0 0 100.0
2016年茶样 0 1 6 0 0 85.7
2017年茶样 0 0 0 6 1 85.7
2018年茶样 0 0 0 1 6 85.7
识别能力（%） 90.6
交叉验证集

2014年茶样 5 0 0 0 0 100.0
2015年茶样 0 6 0 0 0 100.0
2016年茶样 0 1 6 0 0 85.7
2017年茶样 0 0 0 6 1 85.7
2018年茶样 0 0 0 2 5 71.4
预测能力（%） 87.5

测试集

2014年茶样 4 0 0 0 0 100.0
2015年茶样 0 2 1 0 0 66.7
2016年茶样 0 0 2 0 0 100.0
2017年茶样 0 0 0 2 0 100.0
2018年茶样 0 0 0 1 1 50.0
预测能力（%） 84.6
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模型的性能进行比较，建立 PLS-DA、BP-ANN 和

LDA 模型对 2014 年~2018 年茶样盲样（n=5 个/每年

茶样）进行了“盲”验证。通过盲数据集验证，PLS-DA、

BP-ANN 和 LDA 模型的总体准确率分别为 88.0%、

96.0% 和 80.0%（表 4），预测效果较好（>80%）。结

果显示，在 PLS-DA、BP-ANN 和 LDA 下，2014 年

茶样预测准确率均为 100%，2015 年茶样预测准确率

分别为 80%、100% 和 80%，2016 年茶样预测准确

率均为 80%，2017 年茶样预测准确率分别为 80%、

100% 和 80%，2018 年茶样预测准确率均为 100%、

100% 和 60%。结果表明，BP-ANN 模型结合咖啡碱

和 6 种主要游离态氨基酸 δ13C 和 δ15N 值在证实不

同生产年份茶样具有最佳的验证性能。
 
 

表 4    模型在“盲”数据集验证结果
Table 4    Models performance under a “blind” dataset

2014年
茶样

2015年
茶样

2016年
茶样

2017年
茶样

2018年
茶样

准确率
（%）

PLS-DA

2014年
茶样 5 0 0 0 0 100.0

2015年
茶样 0 4 1 0 0 80.0

2016年
茶样 0 1 4 0 0 80.0

2017年
茶样 0 0 1 4 0 80.0

2018年
茶样 0 0 0 0 5 100.0

预测能力
（%） 88.0

BP-ANN

2014年
茶样 5 0 0 0 0 100.0

2015年
茶样 0 5 0 0 0 100.0

2016年
茶样 0 1 4 0 0 80.0

2017年
茶样 0 0 0 5 0 100.0

2018年
茶样 0 0 0 0 5 100.0

预测能力
（%） 96.0

LDA

2014年
茶样 5 0 0 0 0 100.0

2015年
茶样 0 4 1 0 0 80.0

2016年
茶样 0 1 4 0 0 80.0

2017年
茶样 0 0 1 4 0 80.0

2018年
茶样 0 0 0 2 3 60.0

预测能力
（%） 80.0

 

 3　结论
采用 GC-C-IRMS 成功分析了不同年份普洱茶

产品的咖啡碱和 6 种主要游离态氨基酸 δ13C 和

δ15N 指纹图谱，普洱茶中咖啡碱和 6 种主要游离态

氨基酸的 δ13C 和 δ15N 分析方法验证效果好，适合普

洱茶中分析。采用咖啡碱和 6 种主要游离态氨基酸

的 δ13C 和 δ15N 指纹技术对普洱生茶产品的证实是

可行的。各模型预测准确率达到 80% 以上，验证准

确率达到 85% 以上，BP-ANN 证实性能最优。同时

筛选出了不同年份普洱茶样品认证的重要的化学标

记，为普洱茶产品认证的有效的指标体系。综上所

述，开发了一种可行的普洱生茶中咖啡碱和 6 种主

要游离态氨基酸 δ13C 和 δ15N 分析方法，并结合化学

计量学模型对普洱茶产品成功认证。本研究初步建

立了普洱茶产品认证的指标体系及技术体系，为普洱

茶产品的认证体系的建立提供技术和理论支撑，也为

其他食品的证实研究提供研究思路和方法参考。为

了完善现有普洱茶产品认证程序，建议在更大的样本

集和不同的地点对这种新方法进行测试，以进一步评

价咖啡碱和氨基酸化合物碳氮稳定同位素比值分析

在普洱茶产品认证中的适用性。
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