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应用高效液相色谱法测定茶叶多糖

聂少平，谢明勇 * ，申明月，王远兴

(南昌大学 食品科学教育部重点实验室，江西 南昌      330047)

摘   要：使用Sephadex G-100 凝胶柱纯化制备得到茶叶多糖，用高效凝胶渗透色谱法(HPGPC)鉴定了茶叶多糖的

纯度并测定其分子量；同时，使用不同浓度的NaCl 溶液作为流动相并用已知分子量的右旋葡聚糖作为标准曲线研

究了茶叶多糖在凝胶色谱柱(UltrahydrogelTM 500)上的色谱行为，研究发现，由于茶叶多糖的分子量随着流动相的

离子浓度的改变而改变，高效凝胶渗透色谱法是不适合用作测定茶叶多糖的分子量的方法的。然后，本研究以自

制茶叶多糖纯品作为标准品，以UltrahydrogelTM 500(7.8×300mm)为固定相，0.6ml/min蒸馏水为流动相，折光示

差检测，对多种茶叶中茶叶多糖含量进行了测定，回收率在 80.4%～93.2% (RSD=5.42%)之间，回归方程为：

C=0.2503× 10-6A-0.0087，r=0.9997，其浓度在0.604～6.04mg/ml范围内呈良好的线性关系。结果显示，该方法

是简单、准确、可靠的，适合于作为茶叶多糖原材料和产品质量控制的方法。
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Abstract：Tea polysaccharide was purified by Sephadex G-100 gel filtration, and its purity and molecular weight (Mw) were

determined by high performance gel permeation chromatography (HPGPC). The GPC elution behavior of tea polysaccharide on

UltrahydrogelTM 500(7.8×300mm)column was studied by using mobile phase with various concentrations of NaCl. Dextran T-

system was found to be unsuitable as Mw calibration standards in GPC because the Mw of tea polysaccharide was changed with

the change of ionic concentration in the mobile phase. Thus, the purified tea polysaccharide obtained in this study was standardized

to be used instead as the calibration standards for the determination and comparison of tea polysaccharides in tea samples collected

from different geographic locations and species varieties. The GPC was run at 35℃on an UltrahydrogelTM 500 column(7.8×

300mm)with a refractive index(RI) detector. Distilled water was used as the mobile phase at a flow rate of 0.6ml/min. The calibration

curve was linear over the tea polysaccharide concentration range of 0.604～6.04mg/ml, with a correlation coefficient of r = 0.9997.

The tea polysaccharide mass recovery ranged from 80.4% to 93.2% with a RSD of 5.42%. The assay method developed in this

paper is found to be simple, reproducible and reliable, and thus ideally suitable for the quality control of tea polysaccharide derived

products and raw materials.
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由于多糖类复合物(如多糖、糖蛋白、蛋白聚糖和

糖脂等)等生物大分子的理化性质和生物活性与其分子量

和分子量分布有很大关系，因此，在多糖类复合物的

研究及其产品质量控制中，分子量是一个重要指标[1 ]。

多糖类复合物的分子量的测定方法很多，如渗透压法、

蒸汽压法、端基法、光散射法、粘度法等[ 2 ～5 ]，但这

些方法大多繁琐且误差很大，而高效凝胶渗透色谱法

(HPGPC)测定多糖类复合物的分子量具有快速、高分辨

和重现性好的优点，在国内外已得到广泛应用[6 ]。

茶叶是在中国古代文献中被最早提及的天然药物之

一。茶叶被认为起源于中国，神农尝百草时发现，茶

叶可以作为一些有毒草药的解毒剂。现在，众多文献
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已经报到茶叶具有广泛的药理和营养价值[7～9]。许多研

究表明，茶叶中的多糖类复合物具有许多重要的生物活

性[10～12]。现有测定茶叶多糖含量的文献大都是测定总的

多糖类复合物的含量[13]，并未能对某个具有确定功效的

组分进行测定，本文对经Sephadex G100 凝胶柱分离、

纯化的茶叶多糖提取物用高效液相凝胶渗透色谱法鉴定

其纯度[14]并用已知分子量的右旋葡聚糖作为标准曲线测

定了茶叶多糖的分子量，同时研究了它在不同浓度的

NaCl溶液作为流动相时在凝胶色谱柱(UltrahydrogelTM 500)

上的色谱行为，最后以此纯品作为标准测定了多种茶叶

中该组分的相对含量，其结果可作为茶叶多糖原料筛选

和产品质量控制的方法，同时可为其开发研究提供相关

依 据 。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

茶叶原料采自江西分宜、婺源、上犹等地的绿茶

和红茶，标准系列多糖Dextran Blue(Mw 2000000)，T-

10(Mw 10000)，T-40(Mw 40000)，70(Mw 70000)及Sephadex

G100(Pharmacia 公司)，其它试剂均为国产分析纯。

1.2 仪器

高效液相色谱仪: Waters 公司515 二元高压梯度系

统，5 1 5 泵，示差折光检测器，P C M 泵控制器，M i l -

lennium 32 色谱工作软件，柱温箱，手动进样器(20μl定

量环) 。

UV2000 紫外分光光度计    上海尤尼柯仪器有限公

司；DK-S24 型电热恒温水浴锅    上海精宏实验设备有

限公司；TDL-5A 离心沉淀机    上海安亭分析仪器有限

责任公司；RE-52旋转蒸发仪    上海亚荣生化有限公司；

BSZ-100自动部分收集仪、HL-1S恒流泵    上海青浦沪

西仪器厂；凝胶柱(2.6×70cm)    上海亚荣生化仪器厂。

1.3 茶叶多糖的制备

1.3.1 提取和分离

茶叶样品中加入10倍体积的80% 乙醇溶液在室温下

浸提 24h，然后过滤，在 50℃下挥干溶剂。加入 20 倍

重量的蒸馏水，在 5 0℃下搅拌提取 4 h，滤布过滤后，

重复一次，合并两次滤液，离心分离，减压浓缩。浓

缩液加入Sevage试剂去除游离蛋白(Sevage试剂为4:1的

氯仿、正丁醇) [15 ]。然后透析(自来水透析两天，蒸馏

水透析一天，透析袋规格为8000～10000Da)。将袋内液

取出，加入无水乙醇至醇浓度为 70%，在 4℃冰箱中静

置过夜，离心分离得沉淀物。

1.3.2 纯化

沉淀物加入蒸馏水使其溶解，对蒸馏水透析一天，

袋内液上Sephadex G100 凝胶色谱柱(2.6 × 70cm)，以

0.1mol/L的 NaCl为洗脱液进行色谱分离，洗出液通过自

动收集仪每6min(洗脱流速1.5ml/min)逐管收集并逐管检

测620nm(多糖的蒽酮-硫酸显色)[13]和280nm(蛋白)处的吸

收，根据出峰情况收集主要组分，浓缩，干燥得茶叶

多糖复合物。

1.4 茶叶多糖的均一性和分子量测定

采用Waters高效液相色谱仪对茶叶多糖的均一性进

行鉴定，色谱条件：色谱柱为UltrahydrogelTM 500(7.8×

300mm)，流动相：蒸馏水，流速：0.6ml/min，紫外和

示差检测器，Millennium-32 色谱工作站，柱温：35℃，

示差检测器温度：35℃。分子筛原理是 HP G P C 测定多

糖或糖复合物分子量的根据，分子量与其在凝胶柱上的

洗脱体积 V e、分配系数 Ka v 存在如下关系[16]：

Ve=a-blogMw

Kav=(Ve－ Vo)/(Vt－ Vo)

Kav=K1 － K2logM w

其中 a 、b 、K 1、K 2 为常数，V o 为蓝色葡聚糖的

洗脱体积，V t 为葡萄糖的洗脱体积。

根据该关系，我们用已知分子量的右旋葡聚糖绘制

标准曲线，然后根据茶叶多糖的洗脱体积求得茶叶多糖

的计算分子量。

1.5 茶叶多糖在高效液相凝胶柱上的色谱行为

使用凝胶柱测定不同 Na C l 浓度下的茶叶多糖分子

量，流动相为蒸馏水和0.002、0.004、0.006、0.008、

0.01、0.02、0.04、0.06、0.08、0.10、0.20、0.40mol/L

NaCl(均经超声脱气并过微孔滤膜)。自制茶多糖及标准葡

聚糖T-70分别溶于上述流动相中，浓度约为0.2%(W/V)，

其它按 1.4 色谱条件。

1.6 HPGPC 法测定不同茶叶中茶叶多糖的含量

1.6.1 标准溶液的配制和标准曲线的绘制

精密称取茶叶多糖一定量，溶解于水中，制成

6.04mg/ml 的标准贮备液。标准贮备液经过适当溶解稀

释配成系列标准溶液，其范围为：0.604～6.04mg/ml。

色谱条件参见 1.4。将标准多糖浓度与其峰面积进行回

归处理，绘制标准曲线。

1.6.2 样品制备

样品按照1.3.1 方法进行制备，沉淀物最后溶解于

水 中 。

1.6.3 回收率试验

精密称取2g 已知茶叶多糖含量的样品(分宜绿茶)，

再精密加入浓度为 2. 4 1 6 m g / m l 的茶叶多糖标准溶液

10ml，按照1.6.2 步骤制备样品，取滤液20μl，注入液

相色谱仪，测定，计算回收率及相对标准偏差(R S D )。

1.6.4 日内和日间精密度

采用日内和日间的可变性测定来判定所采用方法的
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准确性和精密度。浓度为2.416mg/ml 的茶叶多糖标准溶

液和浓度为2.59mg/ml的右旋葡聚糖T-70被选用来测定日

内和日间变异。日内变异在同一天内测定 5 次，而日间

变异则在5d 中每天测定一次。分别取溶液20μl，注入

液相色谱仪，测定，计算回收率及相对标准偏差

(RSD)。

1.6.5 稳定性和重现性测定

本研究测定了茶叶多糖在水提物中的稳定性。按

1.6.2方法制备了5份分宜绿茶的水提物，其中一份在室

温和 4℃下在 2、4、6、8、1 0 h 后分别测定以判定方

法的稳定性。同时，5 份样品在室温下直接进样测定以

判定方法的重现性。每次取溶液 20μl，注入液相色谱

仪，测定，计算相对标准偏差( R S D ) 。

1.6.6 样品测定

选取不同茶叶样品(见表 5)，采用 HPGPC 法测定其

中茶叶多糖含量。

2 结果与分析

2.1 茶叶多糖的制备

经过Sephadex G-100 过滤后，自动收集馏分，逐

管检测 A620nm(多糖的蒽酮硫酸衍生物的吸收峰)和 A280nm

( 蛋白质吸收峰)，结果见图 1、2。从图中可以看出，

存在一个大的洗脱尖峰，其 A 62 0 n m 和 A 2 8 0 n m 的最大值恰

好重叠于第 1 4 管，表明该组分很可能是糖蛋白。将该

组分收集，浓缩，待用。

2.2 茶叶多糖的均一性和分子量测定
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图1   逐管A620nm 检测结果

Fig.1     Each tube assay results at 620nm
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图2  逐管A280nm 检测结果

Fig.2    Each tube assay results at 280nm

图3   茶叶多糖色谱图(示差检测)

Fig.3    The GPC chromatogram of tea polysaccharide on a Waters
HPLC apparatus with a RI Detector
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图4   茶叶多糖色谱图(紫外检测)

Fig.4    The GPC chromatogram of tea polysaccharide on a Waters
HPLC apparatus with a UV Detector
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图 3、4 是茶叶多糖的高效液相凝胶渗透色谱的示

差和280nm 处的紫外谱图，从图中可看出其为均匀对称

单一峰，由此可验证纯化所得茶叶多糖为一均一糖蛋

白。以葡聚糖系列(T-2000, T70, T-40, T10和葡萄糖)为标

准，采用分配系数Kav 对葡聚糖标准的logMw 值进行回

归处理，得标准曲线Kav=1.5746-0.2458logMw，r=0.9977

(见图5)，从该标准曲线上可求得茶叶多糖的计算分子量

为 176 6 0 3 8 D a，该结果与我们以前的研究报道的结果

(51500Da)相差较大[14]。由此我们接下来对茶叶多糖在高

效液相凝胶柱上的渗透行为进行研究。

2.3 茶叶多糖在高效液相凝胶柱上的色谱行为

图5   葡聚糖标准曲线

Fig.5     The GPC calibration curve of Dextran standards
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表 1 给出了在葡聚糖标准曲线(图 5)相同而流动相

NaCl 浓度不同情况下茶叶多糖的保留时间，根据不同保

留时间可从葡聚糖标准曲线上求得不同的茶叶多糖的计

算分子量，为了验证不同流动相对标准曲线的影响，在

测定样品同时测定了Dextran T-70 的保留时间做对照。

从表1 中可以看出，T-70 的保留时间不受流动相中

NaCl 的浓度的影响，而茶叶多糖的保留时间却随着流动

相中 NaCl 浓度的改变而改变，结果显示茶叶多糖的计

算分子量随着流动相的离子浓度的改变而改变。当流动

相中 NaCl 的浓度小于 0.02mol/L 时，茶叶多糖的计

算分子量大于 50000 0 D a，而当流动相中离子浓度大

于 0.06mol/L时，茶叶多糖的计算分子量小于100000Da，

也就是说，流动相中离子浓度越低，茶叶多糖的计算

分子量就越大。所以，用 H P G P C 法所测得的茶叶多糖

的计算分子量仅是一个相对值。但当流动相中 NaC l 浓

度为0.08～0.2mol/L 时，茶叶多糖的计算分子量与我们

以前的研究报道的结果(51500Da)相接近[14]。由此可见，

要测定茶叶多糖的分子量大小，不能单纯采用 H P G P C

法，而应多种方法相互印证。

2.4 HPGPC 法测定不同茶叶中茶叶多糖的含量

按1.4 色谱条件测定茶叶多糖峰面积，将茶叶多糖

浓度与其峰面积进行回归处理，标准曲线见图 6，回归

方程为：C=0.2503× 10-6A－ 0.0087，r=0.9997，其浓度

在0.604～6.04mg/ml 范围内呈良好的线性关系。按试验

给定条件测得回收率在80.4%～93.2% 之间(见表2)。表

3、4分别是茶叶多糖(2.416mg/ml)和Dextran T-70(2.59mg/

ml)的日内和日间的精密度试验结果。在室温和4℃下分

别测定了样品的稳定性，结果显示供试品溶液中茶叶多

糖在 10h 内峰面积无明显变化，茶叶多糖峰面积相对标

准偏差分别为0.54% 和 0.61%；同时在室温下对5 份样

品的重现性进行了考察，5 份样品峰面积的相对标准偏

NaCl浓度 茶多糖的tR

(mol/L) (min)
Kav 茶多糖的计算分子量 T-70的tR

0.000 9.275 0.039 1766038 13.017

0.002 9.471 0.057 1492794 13.114

0.004 9.899 0.097 1025652 13.080

0.006 9.979 0.104 961612 13.120

0.008 10.159 0.121 820352 13.113

0.010 10.441 0.147 642688 13.092

0.020 10.923 0.192 421697 13.080

0.040 11.321 0.229 297852 13.084

0.060 12.446 0.334 111429 13.095

0.080 13.156 0.400 60117 13.047

0.100 13.307 0.414 52723 13.050

0.200 13.387 0.421 49317 13.070

0.400 13.603 0.441 40926 13.023

表1   不同 NaCl 浓度下茶多糖的保留时间、Kav 和计算分子量

Table 1    Retention time (tR), Kav and the calculated Mw of tea
polysaccharide in different concentration of mobile phase

添加量(mg) 回收量(mg) 回收率(%) RSD(%)

19.42 80.4

20.17 83.5

24.16 22.51 93.2 5.42

19.96 82.6

21.43 88.7

表2    样品回收率试验

Table 2     Recovery of tea polysaccharide in the samples
extraction procedure

峰面积 RSD(%) 峰面积 RSD(%)

945534 962350

967613 958712

日内试验 954897 1.52 日间试验 930596 1.93

928846 949680

931876 914165

表3    茶多糖的日内和日间标准偏差试验

Table 3     Intra- and inter-day variation for the assay of tea
polysaccharide

峰面积 RSD(%) 峰面积 RSD(%)

1079427 1096338

1071563 1073974

日内试验 1062049 0.74 日间试验 1065312 1.06

1058690 1071439

1060175 1088756

表4    葡聚糖 T-70 的日内和日间标准偏差试验

Table 4     Intra- and inter-day variation for the assay of
Dextran T-70

差为 3. 7 2 %，可见该方法有较好的重现性。

图6   茶多糖纯品的标准曲线

Fig.6     The GPC calibration curve of tea polysaccharide standard
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以上结果显示，高效凝胶渗透色谱法(HPGPC)具有

快速、高分辨和重现性好等优点，适合作为不同茶叶

样品中茶叶多糖含量的测定。同时，我们也认为该方

法适合于作为茶叶多糖原材料和产品质量控制的方法。

按照1.4 描述的色谱条件测定不同茶叶中茶叶多糖

的含量，图 7、8 是两个代表性的示差色谱峰(其中绿茶

峰形相似，只列出分宜绿茶色谱图)。表 5 显示的是样

品中茶叶多糖含量测定结果，由表 5 可以看出，绿茶的



181※分析检验 食品科学 2006, Vol. 27, No. 04

产地 品种 级别 茶多糖含量(%) RSDa(%)

江西分宜县 绿茶 六级 0.926 3.58

江西上犹县 绿茶 六级 1.274 2.78

江西婺源县 绿茶 五级 1.192 3.09

江西婺源县 绿茶 三级 1.063 1.01

江西婺源县 绿茶 特级 0.879 1.73

江西婺源县 红茶 统装 0.608 1.69

表5    不同样品茶多糖测定结果

Table 5     The results of the content of tea polysaccharide at
different tea samples by determining by using HPGPC

注：a 相对标准偏差(n=3)。

图7    绿茶中茶多糖色谱图(示差检测)

Fig.7     The GPC chromatogram of tea polysaccharide of green
tea on a Waters HPLC apparatus with a RI Detector
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图8   红茶中茶多糖色谱图(示差检测)

Fig.8    The GPC chromatogram of tea polysaccharide of red tea
on a Waters HPLC apparatus with a RI Detector
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等级越高(如六级)，则茶叶多糖含量越高，红茶和绿茶

的茶叶多糖含量也有很大差异，由此可见，茶叶多糖

含量受到产地、品种、级别影响。该结果可为选择茶

叶原料提供一个很好的参考。

3 结  论

通过HPGPC 鉴定，采用Sephadex G-100 凝胶渗透

法纯化得到的茶叶多糖应该是一均一性组分。

由于茶叶多糖的分子量随着流动相中离子浓度的改

变而不同，可见 H P G P C 是不适合于作为茶叶多糖分子

量的测定方法。

高效凝胶渗透色谱法(HPGPC)具有快速、高分辨和

重现性好等优点，适合作为不同茶叶样品中茶叶多糖含

量的测定。同时，我们也认为该方法适合于作为茶叶

多糖原材料和产品质量控制的方法。

茶叶多糖含量受到产地、品种、级别影响。该结

果可为选择茶叶原料提供一个很好的参考。
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