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可可茶嘌呤生物碱的分离和分析
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摘　要　采用重量法对可可茶 (Camellia ptilophylla Chang )嫩芽的嘌呤生物碱进行了分离和

测定 , 用硅胶薄层层析 TLC, 对所得到产物与咖啡碱、 可可碱和茶叶碱的标准品比较 , 表明重

量法分离得到的是咖啡碱和可可碱 , 且纯度甚高 . 又用核磁共振 1H NM R对所得的产品进行了

化学结构的测定 , 也证明它们分别与标准品咖啡碱和可可碱的完全一致 . 由此再一次证实纯系

可可茶嘌呤生物碱以可可碱为主 . 研究还以从原生地移植的 22株可可茶进行了种内个体嘌呤

生物碱表现的研究 , 结果表明 22株茶树中有 18株嘌呤生物碱以可可碱为主 , 不含咖啡碱 , 另外

4株则以咖啡碱为主 , 也含少量的可可碱 .
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可可茶 (Camell ia ptilophylla Chang )是新发现的茶树资源
[ 1～ 3] , 它和传统的栽培茶树

(C. sinensis ( L. ) O. Ktze)和 C .assam ica ( Mast. ) Chang有密切的亲缘关系 ,均具有被毛、

3室的子房 , 但是已知可可茶嘌呤生物碱的主要成分是可可碱 , 而咖啡碱则处于次要地位 ,

与栽培茶树以咖啡碱为主 ,可可碱则处于从属地位恰恰相反 . 饮茶有强烈兴奋神经的作用 ,

但近年来无兴奋作用的饮料受到人们越来越多的欢迎 . 可可茶不但不会兴奋神经 , 还具有

强心、降低胆固醇、减肥、抗衰老等作用
[ 4, 5]

. 为了开发和利用可可茶这一珍贵的茶树资源 ,

必须对其种的稳定性、 迁地移植、 有性繁殖对可可碱含量的影响 , 药理和生理的作用进行

综合评价 . 本文是关于可可茶种内个体生物碱动态研究的部分工作 .

1　嘌呤生物碱的分离、 鉴定

1. 1　材　料

样品采自某国营林场栽培茶园及附近的野生茶树 . Ⅰ号样品是红茶 , Ⅱ号炒青茶样品

是来自原生地的可可茶群体 , Ⅲ号样品是蒸青茶 . Ⅰ 号和Ⅲ号样品采自茶园的杂合群体种 ,

Ⅰ 号样品是大生产的产物 , Ⅲ号样品是按照形态学标准 , 在栽培茶园经过选择采摘的 1芽 2

叶经隔水蒸青 15 min, 在 80℃的烘箱中烘干而成 .

1. 2　方　法

应用重量法单离出茶叶样品中嘌呤生物碱各组分 , 用硅胶薄层层析进行检验 , 同时应
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用核磁共振技术 , 测定分离产品的化学结构 .

1. 3　生物碱的分离过程

10 g茶样加入 500 mL水后 , 加热浸提 30 min, 过滤后滤渣再加入 500 mL水加热 30

min, 过滤 . 2次滤液合并 , 加入醋酸铅溶液 , 直至溶液不出现混浊为止 (约需醋酸铅 3 g ) ,

静置 , 过滤 , 以除去茶多酚对嘌呤生物碱分析的影响 . 将滤液浓缩到 80 mL, 趁热过滤 , 用

少量沸水洗涤滤渣 . 待浓缩滤液冷却后 ,析出粉状白色晶体 ,过滤 ,用少量冷水洗涤滤纸上

产品 , 经干燥 , 得产品 A. 浓缩滤液经真空干燥后 , 在分液漏斗中用 ( 15 mL× 3) 氯仿萃

取 , 将萃取液合并后过滤 . 滤渣溶于热水 , 过滤液蒸干后 , 得到产品 C. 氯仿溶液浓缩至 15

m L过滤 , 滤纸上得物即为产品 B, 将最后的氯仿溶液蒸干 , 得到白色晶体产品 D.

1. 4　分析结果

合并产品 A, B和 C作为单离的可可碱 , D为单离的咖啡碱 . 表 1是 3个样品嘌呤碱的分

析结果 .

1. 5　单离产品的鉴定

应用荧光硅胶薄层析 T LC对所得产品

进行分离 , 并与咖啡碱、 可可碱、 茶叶碱的

标准品进行比较 .展开剂为乙酸乙酯 -石油醚

(v (乙酸乙酯 ) v (石油醚 )= 30 70) . A, B, C

3个产品的迁移率 R f值为 0. 30, D的 R f值为

0. 48, 分别与标准品的咖啡碱和可可碱的迁

移率完全一致 .

表 1　 3个样品嘌呤生物碱重量法分析结果

Tab. 1　 Estimates o f theobr onine and caffeine from

black, g reen and steamedg reen tea　　%

样品 w (可可碱 ) w (咖啡碱 ) w (茶叶碱 )

Ⅰ 2. 65 1. 65 0

Ⅱ 3. 35 0. 08 0

Ⅲ 2. 88 1. 22 0

　　A, B, C的 1H NMR( 90FT, DM SO, TM S)W3. 5, 4. 0为 2个甲基 ,W7. 0为烯质子 ; D的 1H

NMR( 90FT, CDCl3 , TM S)W3. 4, 3. 6, 4. 0为 3个甲基 ,W7. 8为烯质子 ,与标准品可可碱和咖

啡碱的图谱完全一致 .证明它们是可可碱和咖啡碱 .

2　种内个体嘌呤碱生物碱的分析

2. 1　材　料

从原生地移植到中山大学校园的可可茶树 ,共调查 22株 ,茶样按 1芽 2叶采摘 ,经隔水蒸

青 15 min后在 80℃烘箱中干燥备用 .每棵茶树间隔 1个月采样 ,采 2次样 .

2. 2　样品制备

称取样品 ( 0. 500 0± 0. 000 5) g,研磨成粉末后置于 250 mL三角瓶中 ,加入 50 mL沸

水 ,在水浴中保持沸腾 30 min, 然后趁热过滤 ,滤渣用 ( 50 mL× 2)沸水浸提 . 过滤后合并 3

次滤液 ,滴加 4 mL 20%的醋酸铅溶液 ,以除去茶叶多酚类物质 ,过滤 ,在滤液中加入数滴 v

= 70%的硫酸以除去多余的醋酸铅 ,过滤液用水稀释到 250 mL.

分析条件:荧光铝板硅胶薄层购自德国 Whatman公司 .展开剂为氯仿 -酒精 (v (氯仿 ) v

(酒精 )= 30 70) ,用微量进样器吸取 2μL样品液点样 . 标准品的迁移率可可碱 Rf= 0. 7,咖

啡碱 Rf= 0. 86.

高压液相色谱仪是具有资料处理系统的 Varian 5060, 样品液量为 10μL, 由进样器加

到反相 ODS柱 ( 250 mm× 46 mm ,粒径 5μm) , 在波长 280 nm处测量吸光度 ,流动相为甲醇

-H2O(v (甲醇 ) v ( H2O)= 80 20) , 流动速率为 1. 0 mL /min.
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采用标准加入法 , 通过计算峰面积作出标准曲线 . 可可碱在浓度为 0. 015 2, 0. 023 2,

0. 044 0, 0. 076 0, 0. 116 0, 0. 132 0 mg /L时 , 峰面积对浓度的线性回归方程为 y= 48. 43x

+ 0. 11, r= 0. 99; 咖啡碱在浓度为 0. 020, 0. 052, 0. 084, 0. 100 mg /L时的线性回归方程

是 y= 46. 44x+ 0. 08, r= 0. 99.

2. 4　测定结果

荧光硅胶薄层析结束后 , 置于紫外光下照射显影 ,与可可碱、咖啡碱的标准品对照 ,每

株 2个样品的结果完全一致 . 22株茶树中 ,有 18株以可可碱为主 , 4株以咖啡碱为主 .高压液

相色谱定量测定各茶样 , 其结果与薄层析结果完全一致 (见表 2) .

表 2　 22株异地移植的可可茶树嘌呤生物碱 HPLC分析结果

Tab. 2　 Survey o f purine alkaloids in 22 t ransplanted trees　　　　 mg g- 1

样品编号 可可碱 茶叶碱 咖啡碱 样品编号 可可碱 茶叶碱 咖啡碱

1
a 51. 8 2. 8 -
b 59. 9 3. 6 - 2

a 65. 1 2. 3 -
b 65. 6 2. 4 -

3
a 47. 4 0. 014 -
b 45. 3 - - 4

a 8. 2 4. 1 42. 1
b 19. 5 3. 6 31. 9

5
a 11. 7 3. 5 49. 4
b 20. 3 3. 1 43. 9 6

a 61. 8 2. 6 -
b 64. 2 2. 4 -

7
a 17. 6 3. 4 41. 5
b 25. 4 3. 8 40. 4 8

a 51. 5 3. 8 -
b 54. 6 3. 8 -

9
a 58. 6 5. 1 -
b 63. 0 3. 3 - 10

a 63. 8 3. 2 -
b 58. 7 3. 3 -

11
a 51. 4 4. 5 -
b 61. 4 3. 2 - 12

a 60. 0 4. 1 -
b 59. 0 3. 0 -

13
a 66. 3 2. 8 -
b 62. 4 2. 3 - 14

a 55. 4 2. 4 -
b 54. 6 1. 8 -

15
a 49. 3 2. 9 -
b 52. 3 3. 4 - 16

a 55. 7 3. 7 -
b 55. 5 4. 3 -

17
a 9. 9 1. 4 35. 6
b 5. 7 - 30. 2 18

a 50. 2 2. 9 -
b 55. 7 2. 5 -

19
a 59. 2 2. 9 -
b 68. 4 5. 1 - 20

a 55. 9 3. 7 -
b 52. 8 4. 7 -

21
a 53. 6 2. 7 -
b 58. 4 3. 6 - 22

a 49. 7 3. 2 -
b 51. 4 2. 7 -

　　　采样时间: a为 1995年 7月 , b为 1995年 8月 ; 样品 3a为 1992年 7月 , 3b为 1992年 8月

3　讨　论

( 1)传统的茶叶嘌呤生物碱以咖啡碱为主 , 而可可茶以可可碱为主 , 本文以重量法分

析 , 单离出各嘌呤碱 , 并以 T LC和
1
H NMR检测各产物 , 再次证实可可茶含可可碱为主 .

采用重量法系基于茶叶中各嘌呤碱在冷、 热水中及氯仿中溶解度不同 . 首先用较大量

的沸水经两次浸提 , 无论咖啡碱、 可可碱、 茶叶碱均完全溶于热水 . 可可碱在冷水和热水

的溶解度差别很大 , 而咖啡碱和茶叶碱在冷热水中的溶解度均很大 , 因此浓缩至 80 mL再

经冷却的滤液 ,大部分的可可碱首先析出 . 以Ⅲ号样品为例 , A得可可碱 261 mg , B得 9 mg ,

C得 18 mg , 由此可见 , 经 2次浸提茶样后 , 在 A中获得的可可碱 , 占所获得可可碱总量 288

mg的 90. 6% . 咖啡碱易溶于氯仿 , 而可可碱和茶叶碱则难溶于氯仿 ,这样用水提取可可碱
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后的咖啡碱和茶叶碱溶液 , 再用氯仿萃取可单独分离出咖啡碱 . TLC和
1
H NMR检测表明

用重量法分离茶叶嘌呤碱是可行的 , 误差亦较小 .

( 2)用重量法分析的 3个样品 , Ⅱ号炒青茶主要含可可碱 , 含微量的咖啡碱 , 说明该原

生地的可可茶种群比较纯 . Ⅰ号红茶与Ⅲ号蒸青茶系采自栽培茶园可可茶与普洱茶的混合

群体种 ,采摘时虽依据一定的形态学标准进行 ,但不是纯的可可茶种群 . 其结果正是这种混

合情况的反映 , 虽然样品测试结果表明可可碱的含量较高 .

( 3) 22株从野外引种至中山大学的可可茶经薄层析与高压液相色谱分析的结果表明 ,

其中 4株茶树其嘌呤生物碱以咖啡碱为主 , 占总株数的 18% , 其余 18株以可可碱为主 . 4株

含可可碱为主的茶树 ,其中 3株在外形上与其他含可可碱的茶树几不可分 . 这种情况与文献

[6]的情况有相似之处 . 经连续 7个月茶样分析结果表明 , 含可可碱为主的茶树含可可碱的

性质未改变 . 当然种内个体嘌呤生物碱的稳定性需要更多的研究资料来加以说明 .
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Isola tion and Analy sis of Purine Alkaloids

from Camellia ptilophylla Chang

Ye Chuangx ing 　Lin Yongcheng　 Zhou Haiyun　Cheng Feng　 Li X iaoyan

Abstract　 Purine alka loids f rom f lushed shoo ts of Camellia pt ilophy lla Chang and o ther

tea trees w ere iso lated and analy zed by exhaustive ex t raction. The products were detected

by TLC and
1
H NMR and are identical to the standa rds of caf feine and theobromine espec-

tiv ely. It show s that C . ptilophylla is di fferent f rom cutivate tea t rees wi th containing

mainly cof feine. Tw enty-tw o trees were surv eyed by TLC and HPLC, eighteen o f them

mainly contained theobromine ranging f rom 4. 97% to 6. 84% and w ithout caffeine; and

four o f them no t only contained predominant caf feine but also theobromine. It i s necessary

to continue studying the stabili ty that C . ptilophyl la contains predominant theobromine

f rom heredi ty.

Keywords　Camell ia ptilophyl la, purine alkaloids, iso lation, analy sis
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