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手性衍生!高效液相色谱法拆分和定量测定茶氨酸对映体

李银花，, 刘仲华，, 黄建安

（ 湖南农业大学天然产物研究中心，湖南 长沙 -&"&!*）

摘要：建立了以 & -氟 -!，- -二硝基苯基 -% -6-丙氨酰胺（7899）为 手 性 衍 生 试 剂、高 效 液 相 色 谱 拆 分 茶 氨 酸 对 映 体 的

方法。采用的色谱条件为：:’)%0;1* <&* 色谱柱；三乙胺 -磷酸缓冲液和乙腈为流动相，梯度洗脱，流速 &. " %6 = %13；

检测波长为 (-" 3%；柱温为 (% > 。6-茶氨酸的进样量在 &. #(! / &" 0 ( ’ !. "## !? 范围内峰面积与进样量之间的线

性关系良好，加标回收率为 $#. (@ ’ &"!. "@，检测限为 -. $#( / &" 0 - !?，定量限为 &. !!( / &" 0 ( !?。8-茶氨酸的进

样量在 &. )$) / &" 0 ( ’ !. "-- !? 范围内峰面积与进样量之间的线性关系良好，加标回收率为 $#. !@ ’ &"(. !@，检测

限为 %. *#& / &" 0 - !?，定量限为 &. !() / &" 0 ( !?。该方法灵敏度高，分析过程中不发生消旋化。

关键词：高效液相色谱；手性衍生；& -氟 -!，- -二硝基苯基 -% -6-丙氨酰胺（7899）；茶氨酸对映体

中图分类号：A)%*, , 文献标识码：9, , 文章编号：&""" -*#&(（!""#）"% -"#&$ -"-, , 栏目类别：研究论文

"#$%&%’()* %*+ ,-%*’(.(/%’()* ). 01#%*(*# 2*%*’()3#&4
54(*6 7(61 8#&.)&3%*/# 9(:-(+ ;1&)3%’)6&%$1<

;)-$=#+ >(’1 ;1(&%= ?#&(@%’(A%’()*
6B C13D40，6BE FD)3?D40，GE9,H I103’03

（ !"#$%$&$’ () *+$&,+- .,(/&0$#，1&"+" 23,%0&-$&,+- 4"%5’,#%$6，78+"3#8+ !"#"$%，78%"+）

BC4’&%/’：6-.D"0313" 1; 0 431J4" 3)3-#’)$"13 0%13) 051K 13 $"0，03K ;D)L; %03M #DM;1)*)?150*
N435$1)3;+ .) K1’"5$*M "O$’05$ 6-$D"0313" N’)% $"0 1; 0 *"3?$DM 03K P"’M 5);$*M #’)5";;+ 9*-
$D)4?D $D" 5D"%150* ;M3$D";1; )N $D"0313"; 1; ;1%#*"，$D" #’)K45$ 1; 43N)’$430$"*M 0 %1O$4’" )N
86-"303$1)%"’;+ 9 5D1’0* K"’1P0$1Q0$1)3 %"$D)K L0; K"P"*)#"K N)’ $D" ;"#0’0$1)3 03K J403$1N1-
50$1)3 )N $D"0313" "303$1)%"’; &M ’"P"’;"K-#D0;" D1?D #"’N)’%035" *1J41K 5D’)%0$)?’0#DM（RS-
GS6<）+ & -7*4)’)-!，- -K131$’)#D"3M*-% -6-0*0313" 0%1K"（7899）L0; 4;"K 0; $D" 5D1’0* ’"0?"3$+
.D1; %"$D)K ;D)L"K ?))K *13"0’1$M N)’ &)$D 6-$D"0313"（ ’03?13? N’)% & + #(! / &" 0 ( $) ! + "## !?）

03K 8-$D"0313"（ ’03?13? N’)% & + )$) / &" 0 ( $) ! + "-- !?）+ .D" ’"5)P"’1"; L"’" 13 $D" ’03?" )N
$# + (@ 0 &"! + "@ N)’ 6-$D"0313" 03K $# + !@ 0 &"( + !@ N)’ 8-$D"0313"+ .D1; %"$D)K 0*;) ;D)L"K
"O5"**"3$ *1%1$ )N K"$"5$1)3（ ’ % / &" 0 - !?）03K *1%1$ )N J403$1N150$1)3（ ’ & / &" 0 ( !?）N)’ &)$D
6-$D"0313" 03K 8-$D"0313"+ .D" ’";4*$; K"%)3;$’0$"K $D0$ $D1; %"$D)K 1; #’"51;"，0554’0$" 03K
503 &" 4;"K N)’ $D" K"$"’%130$1)3 )N $D"0313" "303$1)%"’;+
D#< >)&+4：D1?D #"’N)’%035" *1J41K 5D’)%0$)?’0#DM（GS6<）；5D1’0* K"’1P0$1Q0$1)3；& -N*4)’)-

!，- -K131$’)#D"3M*-% -6-0*0313" 0%1K"（7899）；8-$D"0313" "303$1)%"’;

, , 6-茶氨酸是 茶 叶 中 特 有 的 化 学 成 分 之 一，又 名

*-乙 基-!-6-谷 氨 酰 胺（ *-"$DM*-!-6-?*0$0%13"），占

茶叶干重的 &@ ’ !@，占茶叶中游离氨基酸的 -"@
以上［&］。6-茶氨酸作为一种安全、无毒、有多种生理

功能的天然产物，具有广阔的开发应用前景［!］。从

茶叶中直接提取天然的 6-茶氨酸，是茶的功能成分

高效利用的重要途径之一。但是，以茶叶为原料生

产高纯度的天然 6-茶氨酸，分离纯化成本较高，价格

竞争力不强，从而影响了其规模化生产。化学合成

法制备茶氨酸，操作相对简单，易于工业化生产，但

产品多为 8-、6-茶 氨 酸 的 混 合 体，而 8-茶 氨 酸 的 分

离与去除具有较高的技术难度［(］，并且 8-茶氨酸的

生理功能与活性尚不明晰。因此，有必要对茶氨酸

对映体进行定性鉴定和定量分析方法的研究。

, , 利用高效液相色谱（GS6<）可测定蛋白质中的

手性氨基酸 的 绝 对 构 型［-］。该 方 法 是 基 于 8-和 6-
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氨基酸与手 性 试 剂 衍 生 后 生 成 的 异 构 体 能 够 利 用

!"#$ 进行分离。# %氟 %!，$ %二硝基苯基%" %#%丙氨酰

胺（ &’((）是 一 种 新 型 的 手 性 衍 生 试 剂，又 称

)*+,-. 试剂，用于 ’#%氨基酸的拆分取得了较 好 的

效果［" % &］。本文尝试用 &’(( 这一手性衍生试剂与

具有光学活性的茶氨酸反应，采用反相高效液相色

谱法拆分茶氨酸对映体。

!" 实验部分

! ! !" 仪器

’ ’ /012*345 #$%#( (67" 高 效 液 相 色 谱 仪，

$8*99%7" 色 谱 数 据 工 作 站，(/"#"( ( 超 声 波 清 洗

仪，电热蒸馏 水 器（ 天 津 市 泰 斯 特 仪 器 有 限 公 司），

纯水发生器（ 上海申生科技有限公司）。

! ! #" 试剂及样品

’ ’ 分析纯的盐酸、磷酸、丙酮、三乙胺、碳酸氢钠和

色谱纯的甲醇、乙腈购自天津科密欧公司；&’(( 购

自德国默克公司；茶氨酸提取物、绿茶原料、’#%茶氨

酸对映体、’%茶氨酸、#%茶氨酸对照品由湖南金农生

物资源股份有限公司提供。

! ! $" 色谱条件

’ ’ 色谱柱为 :+;2*918 $#) 柱（!(( 22 * $+ , 22，

" !2）；流 动 相 (：!< 三 乙 胺%磷 酸 盐 缓 冲 液（ =!
$+ (）；流动 相 >：乙 腈；梯 度 洗 脱 程 序：( - !" 21?，

#,< > 线性升至 .!< >；!" - .! 21?，.!< > 线性升

至 $)< >，保 持" 21?后 于 ! 21? 内 降 至 #,< >；流

速：#+ ( 2# @ 21?；柱温：." A；检测波长：.$( ?2。

! ! %" 对照品储备液的制备

’ ’ 精密称取 ’%茶氨酸、#%茶氨酸对照品适量，用纯

水溶解并定容使两者的浓度均为 !" 22;8 @ #，作为

对照品储备液。

! ! &" 供试品溶液的制备

! ! & ! !" 茶氨酸提取物或化学合成物

’ ’ 精密称取茶氨酸样品，用纯水配制成适当浓度

的溶液，并用 (+ $" !2 水系微孔滤 膜 过 滤，滤 液 作

为供试品溶液待用。

! ! & ! #" 茶叶原料

’ ’ 精密称取 " B 茶叶，加入 !(( 2# 沸水，在沸水

浴中浸提 $" 21?，每隔 #( 21? 摇动一次，用棉花初

滤，冷却后用纯水定容到 !"( 2#，经 (+ $" !2 水系

微孔滤膜过滤，弃去初滤液，收集续滤液，待用。

#" 结果与讨论

# ! !" 检测波长的选择

’ ’ 将 ’#%茶氨酸与衍生试剂 &’(( 反应后，在 !!(

- ,(( ?2 范围内对茶氨酸衍生物进行紫 外 吸 收 扫

描。从图 # 可以看出茶氨酸衍生物在 .$( ?2 有最

大吸收值，故本文选用 .$( ?2 作为检测波长。.$(
?2 最大吸收波长的产生是由于衍生物中的二硝基

苯基上的硝基、茶氨酸和 #%丙氨酰胺上的氨基的存

在，使苯基吸收带的最大吸收波长向长波长方向移

动而产生。

图 !" 茶氨酸衍生物的紫外"可见波长扫描图谱

#$%! !" &’"’() *+,--$-% *./+0123
45 06/,-$-/ 7/1$8,0$8/

# ! #" 色谱柱的选择

’ ’ 文献［$］报道：&’(( 衍生试剂衍生后的 ’#%氨
基酸衍生物的分离机理是基于 ’ 型和 # 型氨基酸衍

生物 的 疏 水 性 不 同。 因 此 本 文 选 用 反 相 色 谱 柱

（$! 、$#) 柱）进行试验。试验 结 果 表 明，’ 型 和 # 型

茶氨酸衍生 物 在 $! 柱 上 的 保 留 时 间 比 在 $#) 柱 上

的短。这是因为在反相色谱分离中，化合物的保留

时间通常直接取决于固定相的碳数多少；碳数少，疏

水性低，而低疏水性的固定相可以有效地降低分析

时间。但由于茶氨酸衍生物在 $! 柱上的保留弱，当

分离多组分氨基酸时，抗干扰能力差，因此本文选用

保留能力较强的 $#) 柱分离茶氨酸衍生物。其分离

效果好，能与其他的氨基酸达到很好的分离。

# ! $" 流动相 .9 的选择

’ ’ 反相液相色谱柱的优点是固定相稳定，应用广

泛，可使用多种溶剂。但以硅胶为基质的反相色谱

填料在使用时要注意流动相 =! 值的范围，一 般 要

求 =! 值的范围在 ! - / 之间；硅胶基质的色谱填料

在 =! . - " 之间 使 用 最 稳 定，极 端 =! 值 的 流 动 相

能溶解硅 胶［#(］。本 文 选 用 =! 值 为 !+ "，.+ "，$+ (，

$+ "，"+ "，,+ " 的流动相考 察 =! 值 对 茶 氨 酸 分 离 的

影响。从图 ! 可以看出，随着 =! 的增加，两种构型

的茶氨酸的保留因子 ! 均减小，说明在 $#) 色谱柱上

两者的保留时间越来越短；但两者间的分离因子 !、

分离度 " 9 均随着 =! 值的增加而增加，说明两峰之

间的距离变大；当 =! 值大于 $+ ( 时，!、! 和 " 9 三者

·(!/·
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的变化均不明显。综合考虑，本文选用 "# 值为 #$ %
的流动相对茶氨酸衍生物进行分离。

图 !" 流动相 !" 值对茶氨酸对映体分离的影响

#$%& !" ’(()*+ ,( +-) !" ./01) ,( 2,3$0) !-/4) ,5 +-)
)5/5+$,4)!/6/+$,5 ,( +-)/5$5)4

! & #" 衍生条件的优化

! ! 通 过 考 察 稀 释 剂、$%#&’& 、#&(、茶 氨 酸 和

)*++ 的加入量及反应时间等因素对衍生化反应的

影响，得出最佳的衍生条件为：取 ’%% ,- 浓度低于

(" ,,.( / -的茶氨酸标准溶液或茶氨酸供试液于衍

生反应瓶中，加入 "% !- ’ ,.( / - $%#&’& 、(%% !-
’0 )*++ 的丙酮溶液，用微型旋涡混合仪混合，置

于 #% 1电热恒温鼓风干燥箱中反应 ’(% ,23（ 此过

程中溶液会由橙色变成红色）。将反应液冷却到室

温，加入 "% !- ’ ,.( / - 盐酸，用丙酮定容到( ,-，

并经 %$ #" !, 的油膜过滤，滤液供分析。

! & $" 线性回归方程和相关系数

! ! 分别将对照品贮备液稀释为 ) 个不同浓度的对

照品溶液，以进样量为横坐标，峰面积为纵坐标作线

性回归，其线性回归方程、相关系数、线性范围如表

’ 所示。测 定 结 果 表 明，进 样 量（ !，!4）与 峰 面 积

（"，!5·6）呈良好的线性关系。

表 %" 茶氨酸测定的线性方程、相关系数及线性范围

7/30) %" 8)%6)44$,5 )91/+$,54，*,66)0/+$,5 *,)(($*$)5+4 /5: 0$5)/6 6/5%)4 (,6 +-) :)+)62$5/+$,5 ,( +-)/5$5)4

&.,".3738 974:7662.3 7;<%82.3+ &.::7(%82.3 =.7>>2=2738（ #） -237%: :%347 / !4
-!?@7%3237 " * +,))"%#! - ’(’()& % A ..., ’ A ,&( / ’% - & - ( A %,,
*!?@7%3237 " * +.%,#("! - ’(’’+( % A ..., ’ A ).) / ’% - & - ( A %##

+"："7%B %:7%，!5·6；!：6%,"(7 62C7，!4A

! & &" 精密度试验

! ! 取同一浓度的茶氨酸对映体对照品溶液在同一

天连续进样 " 次，进 行 精 密 度 测 定。-!及 *!茶 氨 酸

峰面积的相对标准偏差（9D*）均为 %$ ,0。

! & ’" 方法的稳定性

! ! 将衍 生 后 的 样 品 分 别 放 置 %$ %，’$ %，($ %，&$ %，

#$ %，"$ % @ 后测定茶氨酸对映体的峰面积，-!茶氨酸

峰面积的 9D* 为 % A ,0，*!茶氨酸峰面积的 9D* 为

’$ %0，由此可知衍生后的样品在 " @ 之内稳定。

! & (" 方法的重现性

! ! 将茶氨酸对映体在同一天内平行衍生 " 份样品

进行 重 现 性 测 定。-!茶 氨 酸 峰 面 积 的 9D* 为

%$ .0，*!茶氨酸峰面积的 9D* 为 ’$ (0。不难看出，

用此方法测定茶氨酸对映体的日内重现性较好。

! & )" 方法的检测限和定量限

! ! 将茶氨 酸 对 照 品 储 备 液 配 成 低 浓 度 的 溶 液 进

样，以信噪比（$ % &）%’% 为定量限，$ % &%& 为检测

限。-!茶氨酸和 *!茶氨酸的检测限分别为 #$ .,& /
’% - #!4 和 "$ +,’ / ’% - #!4；-!茶氨酸和 *!茶氨酸的

定量限分别为 ’$ ((& / ’% - &!4 和 ’$ (&) / ’% - &!4。

! & %*" 方法的回收率

! ! 本实验 采 用 标 准 加 入 法 进 行 方 法 的 准 确 度 测

定。取已知含量的样品，在其中分别加入不同浓度

的对照品，制备成高、中、低 & 个浓度的混合液，以 &
次进样测定 的 平 均 值 计 算，测 定 结 果 如 表 ( 所 示。

从 表 ( 可 看 出，*!茶 氨 酸 的 回 收 率 为 ., A (0 0
’%&$ (0，-!茶氨酸的回收率为 .,$ &0 0 ’%($ %0 。

表 !" 茶氨酸的加标回收率

7/30) !" 7-) 4!$;): 6)*,.)6< ,( +-)/5$5)4

&.,".3738
E%=B4:.<3F /

,4
+FF7F /
,4

).<3F /
,4

97=.G7:H /
0

*!?@7%3237 "’ A (& (% A +( (’ A #+ ’%& A ’,
"% A +( &( A &# &( A &) ’%% A %)
"% A #& "% A #+ #. A %) ., A ’.

-!?@7%3237 "% A #’ (’ A &" (’ A ,+ ’%( A %’
"’ A &. &% A (+ &% A "( ’%% A ,.
"( A #& "’ A (# #. A +) ., A &’

! & %%" 实际样品的分析

! ! 将按照供试品溶液和衍生方法处理后的绿茶原

料、茶氨酸提取物、化学合成的茶氨酸分别取 ’% !-
进行分析，测 定 的 色 谱 图 见 图 &。从 图 & 中 可 以 看

出，在 茶 氨 酸 提 取 物 和 绿 茶 原 料 中 未 发 现 *!茶 氨

酸，-!茶氨酸能与其他物质很好地分离；茶氨酸提取

物中 -!茶氨酸的含 量 为 (&$ #()0，绿 茶 原 料 中 -!茶
氨酸的含 量 为 %$ .’&0，化 学 合 成 的 茶 氨 酸 中 有 *!
茶氨酸的存在，*!茶氨酸含量为 #+$ (’#0，-!茶氨酸

含量为 #.$ %%’0。

+" 结论

! ! 本 文 以 ’ !氟!(，# !二 硝 基 苯 基!" !-!丙 氨 酰 胺 为

手性衍生试剂，将茶氨酸衍生为具有紫外吸收的化

·’(,·
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图 !" （!）绿茶原料、（"）茶氨酸提取物、（ #）化学合成的茶氨酸的色谱图

$%&’ !" ()*+,!-+&*!,. +/（!）&*001 -0! *!2 ,!-0*%!3，（"）-)0!1%10 04-*!#- !15（ #）.61-)0.%705 -)0!1%10.
# ! "#$%&’()(&；! ! *#$%&’()(&!

合物。通过衍生化反应，增加了检测茶氨酸对映体

的灵敏度。在实际操作过程中，手性试剂稳定，衍生

过程中不发生消旋化反应，且反应速率一致，分离效

果好，能与其他物质达到基线分离。方法的回收率

高，稳定性、精密度、重现性、通用性好。

参考文献：

［#］$ +)’, - .，/%0 + "，1%&( 2，3’, 4 /! 1%)(&5& .6’7)$),(’8
’(7 9&6:’8 *60;5（ 肖 伟 涛，朱 小 兰，陈 波，姚 守 拙 ! 中 草

药），!%%&，’"（!）：#&(
［!］$ *0 < =，+)’(; > ?! 1%)(’ @,,7 A77)$)B&5（ 杜 荣 茂，向 庆

宁 ! 中国食品添加剂），!%%’（#）：#’

［’］$ ")( /! 1%)(’ .&’，!%%’，!"（’）：&
［&］$ @0C)) D，EF’) 3，=’G0H) .，IF’ 9，400F) =，9’6’7’ D!

A(’8 1%&H，#))*，+)：’ ’&+
［"］$ 26JKF(&6 9，D&88&6#9,&%8 1! 1%6,H’$,;6’L%)’，#))%，’%：

+!#
［+］$ 4MNFO( P，=&MQ P，=’C&6 /! R ")S 1%6,H’$,;6，#)()，#!：

! (""
［*］$ 26JKF(&6 9，P’% 1! R 1%6,H’$,;6，#))#，"""：(#
［(］$ 4MNFO( P，=&MQ P，907&KM @! R 1%6,H’$,;6，#)((，&&&：

##"
［)］$ 26JKF(&6 9，-)$$(&6 <，P,7&8 9! R 1%6,H’$,;6，#)()，&*+：*’
［#%］$ -0 @ *! T6&B&($)B& =’)($&(’(K& ’(7 1,66&K$)B& =’)($&#

(’(K& U,6 1%6,H’$,;6’L%! 2&)C)(;： 1%&H)K’8 E(705$6G
T6&55（ 吴方迪 ! 色谱仪器维护与故障排除 ! 北京：化学工业

出版社），

)))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))

!%%!

欢欢 迎迎 订订 阅阅"! 欢欢 迎迎 投投 稿稿"! 承承 接接 广广 告告

《 岩矿测试》$ 中国科技核心期刊

" " " " 国内统一刊号：!"###$#!# $%& " " " 国际标准刊号：’((" %$&’#&!&( " " " " 国际 !)&*" 码：+,!**-

$ $ 《 岩矿测试》杂志是中国地质学会岩矿测试专业委员会和国家地质实验测试中心共同主办的分析测试技术科技期刊。

$ $ 《 岩矿测试》的宗旨是突出服务于地球科学和地质找矿事业以及促进岩矿测试 技 术 的 发 展；根 据 国 家 地 质 工 作 的 重 点 由

单一资源向资源环境并重的转变，《 岩矿测 试》的 内 容 有 所 拓 宽，主 要 报 道 国 内 与 分 析 科 学、资 源 环 境、地 球 科 学 相 关 的 新 技

术、新方法、新理论和新设备等研究成果、动态、评述及相关实践经验。

$ $ 《 岩矿测试》于 #)(! 年创刊，为国内外公开发行刊物。近年来刊物地位不断提高，是中国科技核心期刊、中国期刊方阵双

效期刊。目前被列为中国科技论文统计源期刊，美 国《 化 学 文 摘》、美 国《 剑 桥 科 学 文 摘 》、英 国《 分 析 文 摘 》、俄 罗 斯《 文 摘 杂

志》等数据库收录期刊。曾先后被评为国家、原地矿部、北京市、中国科协的优秀科技刊物。适合于地质、冶金、环保、石油、化

工、煤炭等部门从事分析测试的科技工作者及大专院校分析化学、环境资源、地球科学等相关专业的师生阅读。

$ $ 《 岩矿测试》为双月刊，大 #+ 开版本，(% 页 V 期，逢双月出版；国内邮发代号 ! #’#’；国际书店发行代号 2=&%()；广告经营许

可证：京西工商广字第 %!!* 号；定价 #%, %% 元 V 本，全年 +%, %% 元。漏订的读者可直接与编辑部联系。

联系方式：

$ $ 联系电话：%#% #+()))"+!$ $ 传真：%#% #+()))"+’$ $ W#H’)8：GFK5-M’M%). 5)(’! K,H，GFK5-M’M%). #+’ ! K,H
$ $ 编辑部地址：北京阜外百万庄大街 !+ 号 国家地质实验测试中心 $ $ 邮编：#%%%’*

《 岩矿测试》编辑部

!%%* 年 ) 月

·!!*·


