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摘要

⼀种使⽤Waters ACQUITY RDa检测器（⼀款⾼分辨率LC-MS⻜⾏时间(ToF)质量分析器）对绿茶提取物进⾏

快速、准确分析的⽅法。经⼉茶素化合物分析证明，该仪器的动态范围⾼达3个数量级且质量精度⾼（始终在

±5 ppm以内）。这款紧凑的台式⻜⾏时间质谱仪⾮常适合天然产物筛查和真伪试验。

http://www.waters.com


将ACQUITY RDa检测器与waters_connect软件平台和UNIFI应⽤程序结合使⽤，数据采集和处理可在⼀套系

统上⼀并执⾏。结合轻松定制的⼯作流程与谱库搜索功能，简化并加快了分析和处理过程，产⽣清晰显⽰的结

果，这些结果可轻松转换为报告格式以快速制定决策。

优势

使⽤精确质量数和⾊谱特定保留时间匹配鉴定绿茶基质中的化合物■

全⾯的筛查谱库可同时在正离⼦极性和负离⼦极性模式下快速处理数据■

先进的数据可视化、处理和报告⼯具■

系统性能稳定、可重现，质量精度⾼，对⼉茶素有合适的动态范围■

简介

数千来年，⼈们采⽤快速蒸煮并⼲燥的⽅式将新鲜采摘的⼭茶(Camellia sinensis)叶制成绿茶1。 绿茶饮品的

销量⾮常⾼，这是因为其中某些组分（例如⻩酮类）具有明显的保健功效，茶叶中发现的其他化合物摄⼊后还

可以起到娱乐消遣作⽤，例如咖啡因（⼀种甲基⻩嘌呤兴奋剂和腺苷受体拮抗剂）。

绿茶含有⼀系列酚类化合物，特别是⻩烷-3-醇类（称为⼉茶素）1。 据⼤量⽂献报道，绿茶中所含的⼉茶素是

⼀类具有抗炎和抗氧化特性的分⼦。研究⼈员认为，正是这些分⼦产⽣了与饮⽤绿茶产品相关的健康益处，例

如预防癌症1,2。 但是，市售绿茶中的抗氧化剂含量可能因⽣⻓条件、采摘时间、加⼯、储存和最终制备等因

素不同⽽存在显著差异3。 此外也有可能对健康产⽣不利影响，例如常⻅与绿茶消费品相关的肝毒性，尤其是

⼉茶素过量暴露以及可能被吡咯⾥西啶⽣物碱(PA)污染3。

液相⾊谱-质谱联⽤系统(LC-MS)是⼀种成熟、可靠的平台，适⽤于测量绿茶产品所含组分。这些系统能够分离

各种异构体（例如，⼉茶素和表⼉茶素），并具有更⾼特异性，能够可靠地区分⽬标组分与其他⾼丰度的复杂

基质分析物，例如⻩酮类物质（⼭柰酚、槲⽪素）或多酚类物质（茶倍素）。为确保检测的速度和效率，如果

该⽅法对这些⾼度可变的天然化合物表现出较宽线性范围，则证明有益。

下⽂所述⽅法利⽤⾊谱保留时间、精确质量数和碎⽚离⼦谱图（基于理论谱图和分析推导得出）来鉴定已知绿

茶成分。通过重点关注活性成分⼉茶素，证明该系统具有较⾼选择性和较宽动态范围。ACQUITY RDa检测器

是⼀种⻜⾏时间质量分析器，相⽐传统的选择离⼦监测模式定量分析具有明显优势，因为其在“全扫描”模式

下采集数据（意味着⽆需在检测前预选离⼦）。这些条件使该仪器⾮常适合在⽣产之前评估原料纯度和污染。

将UNIFI应⽤程序与waters_connect联⽤，在同⼀个软件平台上集中完成数据采集和处理⼯作，可确保整个

⼯作流程快速、精简。



实验

样品描述

⽤25:75 v/v甲醇:⽔将绿茶基质（部件号：186006962，沃特世，英国威姆斯洛）稀释为浓度2.5 mg/mL的溶

液，涡旋混合，超声处理30 min，然后在4 ℃下以13,000 g离⼼10 min以除去颗粒。

⽤25:75 v/v甲醇:⽔稀释购⾃Sigma（英国多塞特）的100 µg/mL⼉茶素标准品，绘制⼉茶素标准曲线。⼉茶

素混标包含咖啡因以及七种常⻅绿茶⼉茶素的认证多组分混合物：表没⻝⼦⼉茶素3-没⻝⼦酸酯、⼉茶素、表

⼉茶素、表⼉茶素3-没⻝⼦酸酯、没⻝⼦⼉茶素、没⻝⼦⼉茶素3-没⻝⼦酸酯和⼉茶素3-没⻝⼦酸酯。

液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： ACQUITY UPLC I-Class FTN

⾊谱柱： ACQUITY UPLC HSS T3 (100 mm × 2.1 mm, 

1.8 µm)

柱温： 40 °C

进样体积： 10 µL

流速： 0.6 mL/min

流动相A： 0.1%甲酸的⽔溶液

流动相B： 0.1%甲酸的⼄腈溶液

梯度： 流动相A在99%下保持0.5 min，在0.5‒16 min从

99%减⾄65%，在16‒18 min保持1%，然后在

18‒20 min重新平衡⾄初始条件

质谱条件

质谱系统： ACQUITY RDa检测器



电离模式： 负离⼦模式和正离⼦模式

采集范围： 50‒2000

扫描速度： 10 Hz

⽑细管电压： 0.8 kV（负离⼦模式），1.5 kV（正离⼦模式）

锥孔电压： 30 V（负离⼦模式），40 V（正离⼦模式）

碎裂锥孔电压： 60‒120 V

IDC： 开

软件： 搭载UNIFI v1.9.12的waters_connect

ACQUITY RDa检测器采⽤SmartMS技术，可⾃动执⾏系统设置。这意味着所有校准、调谐和实时质量校正优

化均在分析之前由仪器执⾏，并在每次进样间隙进⾏检查，因此⽆需⼿动操作。需要采⽤以下溶液：

实时校正标准液： ACQUITY RDa实时校正标准液试剂盒（沃特世部

件号：186009298）

校准液： ACQUITY RDa检测器校正物和清洗套件（沃特世

部件号：186009013）

清洗溶液： ACQUITY RDa检测器校正物和清洗套件（沃特世

部件号：186009013）

结果与讨论

LC-MS分析所⽤样品为市售绿茶基质和⼉茶素混标，样品制备⽅法是：先简单稀释液体标准品或复溶冻⼲基质

，然后离⼼以除去颗粒。绿茶基质未经过净化处理。



使⽤ACQUITY UPLC I-Class进样⼝和ACQUITY RDa检测器，在正离⼦和负离⼦采集模式下分析进样体积为10 

µL的绿茶基质混标(8 mg/mL)。利⽤UNIFI软件，对照⼭茶(Camellia sinensis)科学数据库匹配组分。该谱库

根据⾊谱保留时间（对于给定⽅法）、质量精度以及相⽐理论碎⽚离⼦谱图存在的碎⽚离⼦来辅助化合物鉴定

。对照经绿茶筛选后的UNIFI谱库（包含绿茶中常⻅的27种化合物）搜索⽣成的LC-MS数据。正离⼦模式数据

提供了23个匹配的鉴定结果（7个结果经标准品确认，16个推定结果仅质量精度和理论碎⽚匹配）。⼉茶素-3-

O-没⻝⼦酸酯在绿茶样品中的浓度不⾜以实现鉴定，但是在混标中成功得到鉴定。负离⼦模式数据提供了

24个匹配的鉴定结果（7个结果经标准品确认，17个推定结果仅质量精度和理论碎⽚匹配）。图1所⽰为UNIFI

的典型审查窗格，其中清楚显⽰了鉴定出的化合物、⾊谱峰的XIC、低锥孔电压质谱图和⾼锥孔电压质谱图以

及在样品中鉴定出的其他化合物的导航表。在通道2（碎裂锥孔电压）的质谱图中，可以观察到⺟离⼦和碎⽚

离⼦，其保留时间与低能量质谱图相匹配。UNIFI处理信息学平台还能够对“不明”组分制表。筛选出不明化

合物，将其纳⼊处理部分或从中排除，具体取决于需要确认已知成分还是进⾏全⾯筛查。

图1.UNIFI软件界⾯，展⽰了⼉茶素标准品进样的鉴定结果表，其中包括各种化合物概要、鉴定出的表没⻝⼦

⼉茶素-3-没⻝⼦酸酯的XIC以及表没⻝⼦⼉茶素-3-没⻝⼦酸酯的低锥孔电压和⾼锥孔电压质谱图。⾼能量谱图

显⽰了鉴定出的碎⽚离⼦，可展开这些碎⽚离⼦以查看碎⽚离⼦质量数信息和结构，如图所⽰。

除谱库搜索以外，本研究还测试了系统动态范围，以确保典型分析浓度下的数据可信度。在该评估中，我们使

⽤市售⼉茶素标准品制备⼀系列稀释液，浓度范围0.01 µg/mL~25 µg/mL；每个浓度⽔平下进样10 µL，得到

的柱上进样量范围为0.1 ng~250 ng。在正离⼦模式下执⾏分析，结果表明这些化合物在ACQUITY RDa检测器

上的线性范围达到2~3个数量级。柱上进样量为1 ng时，所有8种⼉茶素化合物的信噪⽐均⼤于400，重复进样

的重现性良好，%RSD⼩于4.7%。所有⼉茶素混标的ULOQ为柱上进样量100 ng。柱上进样量为250 ng时

，⾊谱柱表现出过载迹象，导致峰展宽，但是所有化合物重复进样的重现性仍然可接受，响应%RSD均⼩于



6.7%。

为评估系统在样品动态范围内的性能，本研究使⽤以下三种颗粒成型前浓度分析了市售绿茶基质，这三种浓度

相当于绿茶组分总量为：0.8 mg/mL（稀释10倍）、8.3 mg/mL（典型分析⽔平）和82.5 mg/mL（浓缩10倍

）。分析证明，该系统适⽤于检测各种样品规格以及不同样品中化合物浓度⽔平可能变化的内源性⼉茶素。在

8.3 mg/mL（绿茶组分混合物总量）的典型分析浓度下，所有化合物均处于确定的动态范围内，即各种⼉茶素

浓度⼩于10 µg/mL（或柱上进样量为100 ng）。在10倍典型浓度83 mg/mL下，所有化合物（表没⻝⼦⼉茶

素-3-没⻝⼦酸酯除外，因为该化合物在⾼达此浓度下进样时超出了动态范围）均处于确定的系统动态范围内

。8种⼉茶素化合物中有5种从典型浓度稀释10倍⾄0.8 mg/mL后仍处于确定的动态范围内。有3种化合物低于

确定的动态范围，分别是⼉茶素、⼉茶素-3-没⻝⼦酸酯和没⻝⼦⼉茶素-3-没⻝⼦酸酯，可以看到这些化合物

峰的信噪⽐⼤于3，但其响应低于柱上进样量为1 ng时的结果。

图2展⽰了整个分析中选定组分的响应（显⽰的化合物为表没⻝⼦⼉茶素-3-没⻝⼦酸酯）。在显⽰谱图前先提

供⼀张表格，详细列出所选的已鉴定化合物的所有分析数据、选定样品和选定组分的XIC⾊谱图，还有⼀张清

晰显⽰分析过程中每次进样得到的化合物响应的柱形图。⽤⼾可以利⽤这些视图对整个分析进⾏直观⽐较，从

⽽快速评估模式、异常或批效应。

图2.展⽰进样表的UNIFI软件界⾯，其中包括每次进样的选定化合物概要、选定化合物的XIC以及汇总图，该汇

总图直观地显⽰了分析过程中每次进样所得到的选定化合物表没⻝⼦⼉茶素-3-没⻝⼦酸酯的响应。

标准品稀释系列和基质进样的分析连续采集总计12 h以上。在整个分析中，8种⼉茶素标准品的⾊谱保留时间

偏差上限均为0.05 min (3 s)，在最早洗脱的峰（没⻝⼦⼉茶素）上观察到RSD上限为0.3%。



评估各标准品的质量精度，得到ppm偏差上限为±4.9，整个分析中所有化合物和进样的平均误差为±0.9 

ppm。对每个样品重复进样两次，评估两次进样之间的信号强度和峰⾯积，所得结果在确定的仪器动态范围内

，两次进样之间峰响应的变异上限为7.6%，平均变异为2.2%。在分析的开始和结束时进样⼉茶素标准品，评

估整个分析过程中的信号强度和峰⾯积稳定性。结果表明，在第1次进样与第35次进样之间（分析时间>12 

h），在所有⼉茶素标准品中仅观察到信号计数发⽣3.6%（平均值）的变化，计算出的响应差异仅为3.6%（平

均值）。 

结论

ACQUITY RDa检测器为天然产物筛查应⽤（包括但不限于绿茶分析）提供了⼀种稳定且有效的⼯具。该LC-

MS系统具有优异的信号重现性、良好的质量精度和宽泛的动态范围，⾮常适合在天然产物分析实验室中使⽤

。与UNIFI软件包结合使⽤，谱库搜索、数据处理和报告⽣成过程简单⼜快速。所有数据采集和处理⼯作全都

集中在⼀个软件平台上完成，⽆需导出数据，因此不会影响数据完整性，并完全符合启⽤审计追踪的合规要求

。
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特⾊产品

ACQUITY UPLC I-Class PLUS系统 <https://www.waters.com/134613317>

https://www.waters.com/134613317


⽣物制药领域专⽤的BioAccord LC-MS系统 <

https://www.waters.com/waters/nav.htm?cid=135005818>

UNIFI科学信息系统 <https://www.waters.com/134801648>

UNIFI天然产物解决⽅案 <https://www.waters.com/134777097>
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