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HPLC法测定云芝菌发酵茶中 9种活性成分
及抗氧化活性研究
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2.广西民族大学化学化工学院，广西林产化学与工程重点实验室，广西南宁 530006；

3.广西民族大学预科教育学院，广西南宁 530006）

摘　要：目的：建立同时测定云芝菌发酵茶中 9种活性成分含量的高效液相色谱法，并对发酵前后茶叶中 9种活性

成分含量和抗氧化活性的变化进行研究。方法：采用 Agilent C18 色谱柱（4.6 mm×250 mm，5 μm），流动相为

0.05%磷酸溶液和乙腈，梯度洗脱，检测波长为 280 nm、流速 1.0 mL/min、柱温 30 ℃。结果：与未发酵的对照组

绿茶相比，云芝菌发酵茶中咖啡碱的含量无明显变化，没食子酸、可可碱和没食子儿茶素没食子酸酯的含量分别

增加了 0.4613%、0.3118%和 0.5770%，没食子儿茶素、茶碱、表没食子儿茶素、表儿茶素和表没食子儿茶素没食

子酸酯含量分别减少了 0.0156%、0.0178%、1.2938%、1.1062%和 4.0241%。体外抗氧化活性试验结果表明，发酵

后茶叶对DPPH·和·OH的清除率均有显著性（P<0.05）降低。当浓度为 2.0 mg/mL时，云芝菌发酵茶提取液对DPPH·
和·OH的清除率分别为 7.79%和 9.65%。结论：云芝菌的固体发酵可改变茶叶中活性成分的含量和抗氧化活性，

研究为云芝菌发酵茶的开发提供了实验依据。

关键词：高效液相色谱法，云芝菌，发酵茶，绿茶，活性成分，抗氧化
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Abstract：Objective: To establish a method for simultaneous determination of nine active components in the fermented tea
of Trametes versicolor,  and analyze the changes of nine active components and antioxidant activities fermentation before
and after. Methods: Using gradient elution at a flow rate of 1.0 mL/min, an Agilent C18 column (4.6 mm×250 mm, 5 μm)
was  used  with  a  mobile  of  0.05%  phosphoric  acid  solution  (A)  and  acetonitrile  (B)  as  the  mobile  phase.  The  detection  
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wavelength  was  280 nm and the  column temperature  was  30 ℃.  Results:  Compared with  the  control  group unfermented
green  tea,  there  was  no  significant  change  in  the  caffeine  content  of  fermented  tea.  The  increasing  rates  of  gallic  acid,
theobromine  and  gallatechin  gallate  content  in  fermented  tea  were  0.4613%,  0.3118%  and  0.5770%,  respectively.  The
decreasing  rates  of  egallatechin,  theophylline,  epigallocatechin,  epicatechin  and  epigallocatechin  gallate  content  in
fermented tea were 0.0156%, 0.0178%, 1.2938%, 1.1062% and 4.0241%, respectively. In vitro antioxidant activity studies
revealed  that  DPPH·  scavenging  capacity  and  ·OH  scavenging  capacity  were  significantly  (P<0.05)  decreased  after
fermentation. When the concentration of Trametes versicolor fermented tea extract was 2.0 mg/mL, the scavenging capacity
of  DPPH·  and  ·OH  was  7.79%  and  9.65%  respectively.  Conclusion:  The  solid  fermentation  of Trametes  versicolor  can
change the tea content of active ingredients and antioxidant activity, which provides experimental basis for the development
of Trametes versicolor fermented tea.

Key  words： high-performance  liquid  chromatography  (HPLC)； Trametes  versicolor； fermented  tea； green  tea； active

substances；antioxidant activity

茶叶中含有上百种对人体有益的活性成分，如

茶多酚[1]、茶多糖[2]、蛋白质[3]、生物碱[4]、儿茶素[5]

等生物活性物质，具有抗氧化、抗肿瘤、降血脂等多

种生物活性和保健功效[6−8]，是世界上最受欢迎的健

康饮品之一[9]。随着人们生活水平的提高，越来越多

消费者开始追求口感更佳、品质更高且具有多重保

健功效的茶饮品[10]。有效提升茶叶品质、改善茶叶

口感、开发具有新型功效的茶饮品已成食品行业研

究热点之一。云芝菌是一种食药兼用菌株[11]，在发酵

过程中产生糖肽类、甾体类、三萜类等活性物

质[12−13]，被广泛应用于癌症、肿瘤及免疫治疗[14−16]，

也常用于食品发酵，但将云芝菌用于茶叶发酵的研究

鲜有报道。因此，利用云芝菌对茶叶进行发酵，可形

成微生物菌体与茶叶其他代谢物混合物为主体的云

芝菌发酵茶[17]，兼具茶和云芝菌双重功效，能较好满

足消费者对新型茶饮品的需求。

发酵茶的独特风味和功效，都与活性成分含量

相关，其中表儿茶素、没食子儿茶素没食子酸酯、没

食子酸、表没食子儿茶素、没食子儿茶素、表没食子

儿茶素没食子酸酯、咖啡碱、可可碱和茶碱是决定茶

叶风味和品质的重要因子[18]，其含量高低直接影响着

茶叶品质的优劣。研究显示，微生物的发酵作用可改

变茶叶中活性物质的含量[19], 使得茶叶呈现出更多

的风味和更高的营养价值[20−22]。因此，准确测定茶叶

中活性成分和抗氧化活性对茶叶品质评价、茶叶发

酵、茶叶加工等方面具有重要意义[23]。目前，国内外

测定茶叶中活性成分常用方法有分光光度法[24]、化

学分析方法[25−26]、红外光谱法[27]、气相色谱-质谱联

用[28]、高效液相色谱法[29]、液相色谱-质谱联用[30−31]

等，其中高效液相色谱法是一种常见的快速检测方

法，对样品的限制因素少，适用于同时检测茶叶样品

中的多元混合物。

基于上述，本研究通过建立高效液相色谱分析

方法，同时对茶叶发酵前后 9种活性成分含量变化

进行研究，结合清除 DPPH·和·OH的方法综合评价

茶叶发酵前后的抗氧化活性变化，为云芝菌发酵茶的

质量评价提供参考依据，有助于完善云芝菌发酵茶的

质量控制，为新型功能菌茶的研制提供新思路。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

绿茶　广西梧州圣源茶叶有限公司；云芝菌种

　武汉益林菌业有限公司（由生工生物工程（上海）

股份有限公司进行 18  ITS测序鉴定为 Trametes
versicolor）；茶碱（theophylline，TY）、表儿茶素（（-）-
epicatechin， EC） 、 没 食 子 儿 茶 素 没 食 子 酸 酯

（gallocatechin gallate，GCG）、没食子酸（gallic acid，
GA）、表没食子儿茶素（（-）-epigallocatechin，EGC）、
没食子儿茶素（gallocatechin，GC）、表没食子儿茶素

没食子酸酯 （ （ -） -epigallocatechin  gallate，EGCG）

（HPLC≥98%）　上海源叶生物科技有限公司；咖啡

碱（caffeine，C）（HPLC≥98%）　江苏泰普瑞生物

技术有限公司；可可碱（theobromine，TB）（HPLC≥
99.5%）　上海阿拉丁生化科技股份有限公司；乙腈、

甲醇　色谱纯，美国 Fisher公司；磷酸　分析纯，国

药集团化学试剂有限公司；2,2-联苯基-1-苦肼基（2,2-
Diphenyl-1-picrylhydrazyl，DPPH）　上海麦克林生

化科技有限公司；羟自由基清除能力试剂盒　北京索

莱宝科技有限公司。

1260型高效液相色谱仪（配 DAD检测器）　美

国 Agilent公司；LS220A SCS电子天平　上海天美

天平仪器有限公司；G154D高压灭菌锅　致微（厦

门）仪器有限公司；GenLee16K台式高速离心机　湖

南湘立科学仪器有限公司；ZHJH-1109B超净工作台

　苏净集团安泰公司；DHG-9240A电热恒温鼓风干

燥箱　上海一恒科学仪器有限公司；BSP-150生化培

养箱　上海博迅医疗生物仪器股份有限公司；Epoch
酶标仪　美国 BioTek公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   云芝菌的驯化　在无菌超净工作台中将云芝

菌丝接种到马铃薯 PDA培养基平板上，置于 30 ℃
生化培养箱中培养，待菌丝体长满平板时，于 4 ℃ 冰

箱保存备用。挑取活化的菌丝逐步接种于葡萄糖含

量不断降低的茶叶水培养基上，至菌丝接种在含

1%葡萄糖的茶水培养基上能够快速生长，铺满平
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板，再以茶叶作为培养基质，继续驯化菌种，并逐步降

低培养基中的葡萄糖含量，直至菌种可在含 1%葡萄

糖的茶叶培养基上能够快速生长，将驯化好的云芝菌

种保存于 4 ℃ 冰箱，备用。 

1.2.2   云芝菌发酵茶的制备　称取 40.00 g绿茶于

培养瓶中，加入 1%葡萄糖溶液使绿茶含水量达到

80%，在无菌环境下，将驯化好的云芝菌种接种在绿

茶培养基上，封口后充分摇晃置于 30 ℃ 下培养 4个

月后，至云芝菌丝长满整个茶叶培养基时，于 30 ℃
下低温烘干至恒重，密封干燥，得云芝菌发酵茶。 

1.2.3   样品中 9种活性物质的提取　样品处理：将茶

叶粉碎，过 40目筛，于阴凉处密封保存备用。准确

称取茶叶粉末 1.00  g于 50  mL离心管中，参考

GB/T 8313-2018《茶叶中茶多酚和儿茶素类含量的

检测方法》加入 10 mL 70%甲醇作提取溶剂，充分振

摇混匀，超声提取 9种目标物 20 min，在 6000 r/min
转速下离心 10 min，转移上清液至 25 mL容量瓶，重

复上述操作 1次。合并 2次提取液，用 70%甲醇定

容。提取液用 0.45 μm有机滤膜过滤后，4 ℃ 下贮

存备用。 

1.2.4   标准溶液的制备　精密称取 GA 3.50 mg、GC
2.50 mg、TB 3.50 mg、TY 3.50 mg、EGC 2.50 mg、
C  12.50  mg、EC  2.50  mg、EGCG  12.50  mg、GCG
2.50 mg于 5 mL容量瓶中，用 70%甲醇水溶解并定

容，配制成标准品的混合溶液。逐级稀释，用 70%甲

醇水定容，得混合标准品质量浓度为 GA（43.75~
700  μg/mL）、GC（31.25~500  μg/mL）、TB（43.75~
700 μg/mL）、TY（43.75~700 μg/mL）、EGC（31.25~
500  μg/mL）、C（156.25~2500  μg/mL）、EC（31.25~
500  μg/mL） 、 EGCG（ 156.25~2500  μg/mL） 、GCG
（31.25~500 μg/mL）。混合标准品溶液过 0.45 μm有

机滤膜过滤后，4 ℃ 下贮存备用。 

1.2.5   液相色谱检测条件优化　由于茶叶中多酚类

成分性质相似，各成分出峰时间易重合，难以实现完

全分离，因此色谱条件的优化十分重要。实验分别

以 0.05%甲酸（A）-甲醇（B）、0.05%甲酸（A）-乙腈

（B）、0.05%磷酸（A）-乙腈（B）为流动相进行探究，根

据 9种标准品的分离效果，选取最优流动相。确定

色谱条件为：Agilent 1260高效液相色谱仪（配 DAD
检测器），色谱柱：Agilent C18 柱（4.6 mm×250 mm，

5 μm），柱温：30 ℃，进样量：10 μL，检测波长 280 nm，

流动相为：0.05%磷酸（A）-乙腈（B），梯度洗脱条件：

0~15  min，5%→10%  B；15~40  min，10%→20%  B；
40~50 min，20%→35% B，平衡 10 min。 

1.2.6   方法学考察及验证　标准曲线的绘制：分

别取 1.2.4节中不同浓度的混合标准品溶液，在

1.2.5节最优色谱条件下进行测定，计算峰面积，重复

测定 5次。以标准品的质量浓度（X，μg/mL）为横坐

标，峰面积（Y）为纵坐标绘制标准曲线。

重复性实验：按照 1.2.3节方法平行制备绿茶和

云芝菌发酵茶提取液各 5份，在 1.2.5节最优色谱条

件下进行测定，根据测得结果计算绿茶和云芝菌发酵

茶样品中各组分的含量，并计算相对标准偏差（RSD）。

稳定性实验：按照 1.2.3节方法制得绿茶和云芝

菌发酵茶样品待测液，将其放置于 4 ℃ 冰箱中，分别

取放置 0、2、4、6、8、12、24 h样品溶液进行测定，

根据测得结果计算绿茶和云芝菌发酵茶样品中各

组分的含量，并计算 RSD值。

精密度实验：按照 1.2.3节方法制备绿茶和云芝

菌发酵茶提取液各 1份，在 1.2.5节最优色谱条件下

进行测定，重复进样 6次，根据测得结果计算绿茶和

云芝菌发酵茶样品中各组分的含量，并计算 RSD值。

加标回收实验：取同一批次绿茶和云芝菌发酵

茶各 3份，每份 1.00  g，分别加入加标水平为 20、
50、100 μg/g的 3个浓度水平的标准品溶液，按照

1.2.3节方法分别制备加标后的绿茶和云芝菌发酵茶

样品溶液，在 1.2.5节最优色谱条件下进行检测，根

据测得结果进行平均加标回收率检测，并计算 RSD
值。 

1.2.7   抗氧化活性测定　 

1.2.7.1   DPPH自由基（DPPH·）清除能力的测定　参

照文献 [31]，稍作修改。精确称取 DPPH 10.00 mg，
用无水乙醇溶解，转移至 100 mL棕色容量瓶并定

容，得到浓度为 0.10 mg/mL的 DPPH溶液。移取

DPPH溶液 2.0 mL于玻璃试管中，分别加入不同浓

度的绿茶提取液、云芝菌发酵茶提取液和 VC 溶液

各 2.0 mL，振荡混匀，室温避光反应 30 min，用无水

乙醇作空白参比，在 517 nm处测定其吸光值，并计

算 DPPH·清除率，计算公式如下：

DPPH·清除率(%) =
(
1− A1 −A2

A0

)
×100

式中：A0 为空白对照管的吸光度；A1 为待测样

品溶液与 DPPH反应后的吸光度；A2 为以等量无水

乙醇取代 DPPH 测得的吸光度。 

1.2.7.2   羟自由基（·OH）清除能力测定　按照羟自由

基清除能力试剂盒加样表加入不同浓度的绿茶提取

液、云芝菌发酵茶提取液和 VC 溶液。在 536 nm处

测定吸光值，并计算·OH清除率。 

1.3　数据处理

用 WPS Office计算数据平均值、精密度、回收

率及相对标准偏差，并以列表法进行表示；Origin
8.0软件进行绘图；SPSS 20.0软件对数据进行差异

性分析，P<0.01为统计学上有极显著差异。 

2　结果与分析 

2.1　流动相的选择

实验分别以 0.05%甲酸-甲醇、0.05%甲酸-乙
腈、0.05%磷酸-乙腈为流动相，比较三种流动相对

9种标准品的分离效果。结果表明，0.05%甲酸-甲
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醇流动相体系（图 1a）中色谱图峰型差，拖尾严重，且

出峰慢，检测时间较长。0.05%甲酸-乙腈流动相体

系（图 1b）中 EC和 EGCG峰型较差，且无法分开，即

使优化洗脱条件仍无法实现两峰的有效分离；而采

用 0.05%磷酸-乙腈（图 1c）的混合液为流动相时，化

合物峰型较窄、分离度好、灵敏度高，在 50 min之

内，9种化合物能够完全分离。因此，实验选择最优

流动相为 0.05%磷酸-乙腈。 

2.2　方法学验证结果 

2.2.1   方法线性范围、检出限与定量限　9种标准品

的标准曲线如表 1所示。由表 1可知，9种标准品在

质量浓度范围在 31.25~2500 μg/mL之间具有较强

的线性关系，决定系数均大于 0.9996。9种标准品的

检出限 LOD（S/N=3）为 0.1116~1.0417 μg/mL，定量

限 LOQ（S/N=10）为 0.3906~3.1250 μg/mL。 

2.2.2   重复性、稳定性和精密度　重复性实验结果

如表 2所示 ，绿茶中 9种活性成分 RSD值在

0.99%~3.66%之间，云芝菌发酵茶中 9种活性成分

RSD值在 0.53%~2.36%之间，说明此方法具有良好

的重复性。

稳定性实验结果如表 3所示，按照在 1.2.5节最

优色谱条件下，分别在 0、2、4、6、8、12、24 h对样

品溶液进行测定，绿茶中 9种活性成分 RSD值在

0.43%~2.42%之间，云芝菌发酵茶中 9种活性成分

RSD值在 0.72%~4.35%之间，说明绿茶和云芝菌发

酵茶提取液中的 9种活性成分在 24 h内稳定性良好。

精密度实验结果如表 4所示，绿茶中 9种活性

成分 RSD值在 0.16%~1.87%之间，云芝菌发酵茶

中 9种活性成分 RSD值在 0.16%~1.59%之间，说

明此方法精密度良好。 

2.2.3   加标回收率试验　绿茶和云芝菌发酵茶的加

标水平分别为 20、50和 100  μg/g，每个水平重复

6次，加标回收率结果如表 5所示。在不同加标水平

下，绿茶中 9种活性成分的平均回收率在 83.01%~
111.65%之间，相对标准偏差 RSD（n=6）在 0.02%~
2.83%之间；云芝菌发酵茶中 9种活性成分的平均回

收率在 95.81%~114. 05%之间，相对标准偏差 RSD
（n=6）在 0.18%~2.60%之间，由此可见，回收率能够

满足定量分析的需求。 

2.3　绿茶、云芝菌发酵茶和云芝菌样品中 9种活性物

质的含量

按照 1.2.3节方法对样品进行处理，获得供试品

溶液，按 1.2.5节条件进行测定，绿茶、云芝菌发酵茶

和云芝菌样品的色谱图如图 2所示，在此色谱条件

下云芝菌提取液中并未检测到 9种活性物质。如
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图 1    采用不同流动相时混合标准溶液的色谱图

Fig.1    Chromatograms of mixed standard solution with
different mobile phases

注：a：流动相为甲醇-0.05%甲酸；b：流动相为乙腈-0.05%甲
酸；c：流动相为乙腈-0.05%磷酸。
 

表 1    9种不同浓度混合标准品的线性关系、检出限和定量限

Table 1    Linear relativity, LOD and LOQ of nine mixed standard substances with different concentrations

序号 标准品 出峰时间（min） 标准曲线 线性范围（μg/mL） 决定系数（R2） 检出限LOD（μg/mL） 定量限LOQ（μg/mL）

1 GA 5.349 y=24.55x+19.444 43.75~700 0.9999 0.1250 0.4375
2 GC 8.629 y=26.056x+8.9902 31.25~500 0.9999 0.1789 0.6250
3 TB 9.487 y=0.9071x-4.9908 43.75~700 0.9998 0.7916 2.3750
4 TY 12.199 y=17.769x+37.413 43.75~700 0.9998 0.1458 0.4375
5 EGC 16.566 y=1.5929x−5.9039 31.25~500 0.9996 1.0417 3.1250
6 C 19.002 y=23.98x+250.44 156.25~2500 0.9996 0.1116 0.3906
7 EC 25.946 y=6.6879x+11.209 31.25~500 0.9998 0.7292 2.1875
8 EGCG 27.016 y=12.452x+94.5 156.25~2500 0.9998 0.2232 0.7813
9 GCG 30.135 y=9.6945x+7.3125 31.25~500 0.9999 0.2912 0.8750
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图 3所示，云芝菌对绿茶进行发酵后，C的含量几乎

没有变化，GA、TB和 GCG的含量显著性增大

（P<0.01），GC、TY、EGC、EC和 EGCG的含量显著

性降低（P<0.01），且茶叶中儿茶素类物质的含量整体

呈减少趋势，与文献报道的一致[18,32]。发酵后，GA、

TB和 GCG的含量分别增加了 0.4613%、0.3118%

和 0.5770%，GC、TY、EGC、EC和 EGCG的含量分

别减少了 0.0156%、 0.0178%、 1.2938%、 1.1062%

 

表 2    各活性物质重复性试验结果

Table 2    Results of the repetitive tests for active substances

序号 活性物质

绿茶 云芝菌发酵茶

活性物质含量的
平均值（mg/g）

RSD
（%）

活性物质含量
平均值（mg/g）

RSD
（%）

1 GA 4.51 3.31 9.28 1.82
2 GC 0.45 1.55 0.29 2.40
3 TB 4.30 2.09 7.42 2.36
4 TY 0.40 3.14 0.22 1.63
5 EGC 17.19 2.69 3.57 1.98
6 C 32.31 3.19 31.76 1.54
7 EC 16.71 0.99 5.50 1.50
8 EGCG 46.73 1.56 5.58 2.23
9 GCG 3.03 3.66 8.80 0.53
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图 2    绿茶（a）、云芝菌发酵茶（b）和云芝菌（c）高效液相色谱图

Fig.2    HPLC chromatograms of green tea (a), Trametes
versicolor fermented tea (b) and Trametes versicolor (c)

 

表 3    绿茶和云芝菌发酵茶中各活性物质稳定性性试验结果

Table 3    Results of the repetitive tests for active substances in
green tea and Trametes versicolor fermented tea

序号 活性物质

绿茶 云芝菌发酵茶

活性物质含量的
平均值（mg/g）

RSD
（%）

活性物质含量的
平均值（mg/g）

RSD
（%）

1 GA 4.57 0.52 9.29 1.80
2 GC 0.45 1.42 0.29 4.35
3 TB 4.26 1.33 7.33 2.85
4 TY 0.40 1.05 0.22 1.93
5 EGC 16.46 0.84 3.63 3.56
6 C 32.39 2.42 31.75 1.08
7 EC 16.52 0.43 5.48 0.72
8 EGCG 45.53 0.55 5.54 0.77
9 GCG 2.99 1.23 8.64 2.68
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图 3    云芝菌发酵对茶叶中 9种活性成分含量的影响

Fig.3    Effects of 9 active substances in tea leaves before and
after fermentation with Trametes versicolor

注：**表示与发酵前样品相比，在 t 检验中具有显著性差异（P<
0.01）。

 

表 4    各活性物质精密度试验结果

Table 4    Results of the precision tests for active substances

序号 活性物质

绿茶 云芝菌发酵茶

活性物质含量的
平均值（mg/g）

RSD
（%）

活性物质含量
平均值（mg/g）

RSD
（%）

1 GA 4.66 0.57 9.15 0.51
2 GC 0.44 0.75 0.28 0.21
3 TB 4.19 0.58 7.20 0.46
4 TY 0.39 0.19 0.22 0.27
5 EGC 16.65 0.60 3.45 1.59
6 C 33.06 1.35 31.51 0.39
7 EC 16.40 1.50 5.46 0.16
8 EGCG 45.77 1.87 5.55 0.70
9 GCG 2.93 0.16 8.83 0.45

 

表 5    绿茶和云芝菌发酵茶加标回收率（n=6）
Table 5    Results of recovery tests of green tea and Trametes versicolor fermented tea (n=6)

序号 活性物质

绿茶 云芝菌发酵茶

加标量20 μg/g 加标量50 μg/g 加标量100 μg/g 加标量20 μg/g 加标量50 μg/g 加标量100 μg/g

回收率（%） RSD（%） 回收率（%） RSD（%） 回收率（%） RSD（%） 回收率（%） RSD（%） 回收率（%） RSD（%） 回收率（%） RSD（%）

1 GA 91.33 0.43 111.65 1.09 106.43 0.46 102.06 1.33 105.75 1.14 106.39 1.82
2 GC 98.16 1.02 110.86 0.85 108.63 0.84 97.80 2.16 108.36 0.78 108.49 0.46
3 TB 98.96 0.87 101.57 1.04 102.33 2.83 96.22 1.79 109.83 1.26 107.16 2.45
4 TY 85.43 2.33 94.28 0.77 106.09 0.10 108.35 0.19 112.54 1.42 111.30 2.60
5 EGC 90.10 2.02 110.42 0.02 111.48 0.21 110.52 0.79 107.58 1.35 99.96 1.65
6 C 87.15 0.11 108.57 0.86 109.01 1.80 106.54 1.89 114.05 2.31 109.08 1.53
7 EC 85.51 0.05 98.52 0.18 97.04 0.16 106.52 0.33 107.51 0.69 104.75 0.62
8 EGCG 83.01 0.40 95.67 0.38 96.85 0.32 100.96 0.18 98.74 0.61 103.55 1.72
9 GCG 89.42 1.49 95.31 1.60 97.90 0.68 97.06 0.26 95.81 0.72 100.02 0.33
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和 4.0241%。这一变化可能是由于茶叶在发酵过程

中部分酯型儿茶素（EGCG、EGC等）被酶水解转化

形成非酯型儿茶素和 GA[33]；或者部分酯型儿茶素经

酶促氧化形成醌类物质。 

2.4　绿茶和云芝菌发酵茶的抗氧化活性分析

以 VC 作为对照组，考察发酵前后不同浓度的茶

叶提取液对 DPPH·和·OH的清除率。结果如图 4和

图 5所示，在 0.4~2.0 mg/mL浓度范围内，随着浓度

的增加，绿茶和云芝菌发酵茶对 DPPH·和·OH的清

除率也逐渐增大，但云芝菌发酵茶的清除能力较弱。

当绿茶和云芝菌发酵茶浓度为 2.0 mg/mL时，与发

酵前相比，DPPH·和·OH的清除率分别减少了 7.79%
和 9.65%。此结果与 2.3节中测得的云芝菌对绿茶

进行发酵后，茶叶中具有抗氧化活性的儿茶素类物质

的含量整体呈减少趋势的结果一致。
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图 4    不同浓度的绿茶和云芝菌茶对 DPPH·的清除效果
Fig.4    Scavenging effects of DPPH· of green tea and Trametes

versicolor fermented tea with different concentrations
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图 5    不同浓度的绿茶和云芝菌茶对·OH的清除效果
Fig.5    Scavenging effects of ·OH of green tea and Trametes

versicolor fermented tea with different concentrations
  

3　结论
本文建立了一种可快速、准确对云芝菌发酵茶

中活性成分进行定性定量检测的高效液相色谱方法，

在此方法下，茶叶中表儿茶素、没食子儿茶素没食子

酸酯、表没食子儿茶素、没食子儿茶素、表没食子儿

茶素没食子酸酯、咖啡碱、可可碱、茶碱和没食子酸

9种活性成分均可在 50 min内得到较好地分离，同

时各物质在 31.25~2500 μg/mL的质量浓度范围内

与其峰面积线性关系良好，并且该方法重现性好、精

密度高、稳定性好、加标回收率符合要求，仅利用单

一液相色谱系统进行分析，有效提高了实际生产中的

检测效率，可为茶叶的质量评价和营养功能评价提供

了一种可靠的快速分析手段。

通过对发酵前后茶叶中 9种活性成分进行分析

和比较，相比于未发酵的对照组绿茶，云芝菌发酵茶

中儿茶素类物质的含量整体呈减少趋势，推测在发酵

过程中，部分儿茶素类物质被酶水解转化，导致含量

降低；抗氧化实验结果表明，经云芝菌发酵后茶叶的

DPPH·和·OH的清除能力减弱。本研究为云芝菌发

酵茶的活性成分分析和抗氧化能力分析提供了一定

的技术数据，但还需要深入研究云芝菌对绿茶不同发

酵阶段的活性成分含量对抗氧化活性的影响机理，以

期为新型云芝菌发酵茶的研制提供参考依据。

© The Author(s)  2024.  This  is  an  Open  Access  article
distributed  under  the  terms  of  the  Creative  Commons  Attribution
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