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液相色谱法检测速溶奶茶中咖啡因含量

魏艳艳*，周 亮，任 波

（重庆开州区疾病预防控制中心，重庆 405499）

摘 要：目的 建立一种新的奶茶中咖啡因含量的液相色谱法，检测本区速溶奶茶咖啡因含量，提出健康影响建议。

方法 采用 waters 高效液相色谱 Symmetry C18（5 μm×150 mm×4.6 mm）柱进行测定，以甲醇水（30+70）为流动

相，流速为 1 mL/min, 检测波长 272 nm，柱温为 35℃。结果 1~30 μg/mL 线性范围内，相关系数 r=0.9999，回收率

为 97.2%~99.5%，方法精密度 0.54%。结论 该方法采取亚铁氰化钾和乙酸锌沉淀离心，能够迅速提取奶茶中咖啡

因有效成分，并能去除蛋白质的干扰，缩短了前处理时间，优化了色谱条件，加速了咖啡因的检测。
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Determination of caffeine content in instant milk tea by liquid chromatography

WEI Yan-Yan*, ZHOU Liang, REN Bo

(Kaizhou Disease Prevention and Control Center, Chongqing 405499, China)

ABSTRACT: Objective  To establish a new liquid chromatographic method for caffeine content in milk tea, to detect 

the caffeine content of instant milk tea in the region, and to make recommendations on health effects. Methods  The 

determination was carried out on a Waters high performance liquid chromatography Symmetry C18 column  

(5 μm×150 mm×4.6 mm), the mobile phase was methanol-water (30+70) at a flow rate of 1 mL/min, the detection wavelength 

of 272 nm, and the column temperature was 35℃. Results  The correlation coefficient was r=0.9999 over the linear range 

of 1-30 μg/mL, the recoveries were 97.2%-99.5%, and the method precision was 0.54%. Conclusion  The method adopts 

potassiun ferrocyanide and zinc acetate precipitation centrifugation, which can rapidly extract the effective components of 

caffeine in milk tea and remove the interference of proteins, shorten the pretreatment time, optimize the chromatographic 

conditions, and accelerate the detection of caffeine.
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0  引  言

咖啡因（C8H10N4O2）作为一种中枢神经系统兴奋剂 [1]，入

口后可被机体快速吸收。研究表明，大剂量或长期使用咖啡因

可导致“咖啡因中毒”[2]，而戒除或脱瘾会引起头痛等症状，

对人体的急性毒性 [3]、对心血管和骨骼 [4-5]、行为及生殖发育 [6-7]

等方面都有不良影响。

根据《中国居民膳食咖啡因摄入水平及其风险评估（摘要）》，

我国成年人咖啡因摄入贡献率由高到低依次为茶叶、茶饮料、

奶茶和咖啡；未成年人则依次为奶茶、茶饮料、茶叶和巧克力 [8]，

因此，对奶茶中咖啡因含量的深入研究显得尤为重要，现状奶

茶中咖啡因的前处理提取方法有直接上机法 [9]、离心提取 [10]、

乙酸乙酯提取法 [11] 及《食品安全国家标准 饮料中咖啡因的测定》

（GB 5009.139-2014）国家标准中的氧化镁法 [12]，奶茶中乳含量
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过高，直接上机、离心提取、国标氧化镁法提取效果不佳，检

测时出峰较慢，所以本研究预优化国标中前处理 - 高效液相色

谱测定奶茶中咖啡因含量的检测方法，建立一种新的奶茶中咖

啡因含量的液相色谱法，检测某地速溶奶茶咖啡因含量，提出

健康影响建议。

1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

高效液相色谱仪（带光电二极管阵列检测器）：e2695 美国

Waters 公司；色谱柱：Symmetry C18（5 μm×150 mm×4.6 mm）

美国 Waters 公司；离心机：Sorvall ST 16R 美国 Thermo 公司；

移液枪：（200 μL、1 mL、10 mL）德国 eppendorf 公司；旋涡混

合器：XH-B 型江苏康健医疗有限公司；电子天平：AE200 瑞

士梅特列托利多；超纯水机：Milli-QDirect16美国Millipore公司；

0.22 μm 微孔水相滤膜：津腾公司；甲醇：色谱纯 Honeywell 公

司；乙酸锌：分析纯重庆博艺化学试剂有限公司；亚铁氰化钾：

分析纯汕头市光华化学厂；咖啡因标准品溶液：北京海岸鸿蒙

标准物质技术有限公司。

1.2  速溶奶茶 

样品主要来源超市。常见 3 个（A、B、C）品牌，每个品

牌 5 种不同口味（香芋、原味、草莓味、麦香、咖啡味），一个

口味 3 个不同生产批号共 45 个样品。

1.3  测定方法

1.3.1 样品制备与提取

本研究购买的速溶盒装奶茶的食用方法说明大约一袋 40 g

奶茶粉溶解在 200 mL 的沸水（85℃ 以上）中，因此本研究实

验每个样品都是通过沸水溶解一袋奶茶粉定容至 200 mL 来制

备。移取 2.5 mL 制备好的奶茶样品至 50 mL 的聚丙烯离心管中，

并加入 0.5 mL 亚铁氰化钾（106 g/L）和 0.5 mL 乙酸锌（220 g/L）

以澄清样品，涡旋混合溶液 2 min，用纯水定容至 50 mL, 然后

4000 转 / 分的速度将溶液离心 10 min，用注射器取上清液过 0.22 

μm 微孔水相滤膜，滤液上机待测。

1.3.2 色谱条件 

色谱柱 C18（5 μm×150 mm×4.6 mm），Waters，流动相等

度洗脱：甲醇 - 水（30-70）溶液，柱温：35℃，进样量：10 μL，

流速：1 mL/min，检测波长：272 nm。

1.3.3 样品的测定 

把制备好的样品按“1.3.2”色谱条件进样 10 μL，保留时

间定性，峰面积定量。

1.3.4 准确度实验

方法准确度以加标回收率来判定，精确取出 2.5 mL 已制

备好的已知咖啡因含量的奶茶样品 9 份，分成 3 组，每组 3

份，于每组分别加入 0.1、0.4、0.8 mL 咖啡因标准储备液溶液 

(1000 μg/mL)，加标浓度分别为 2、8、16 μg/mL，按“1.3.2”

色谱条件进行检测，记录峰面积，计算回收率。

1.3.5 精密度实验

取某一个奶茶样品按“1.3.2”色谱条件、重复进样 6 次，

记录峰面积，计算相对偏差 RSD。

1.3.6 数据处理

数据统计采用 Excel 2007 计算实验数据。SPSS 27.0 软件进

行多因素方差分析，P﹤0.05 为差异有统计学意义。

2  结果与分析 

2.1  样品前处理的优化

主要与《食品安全国家标准 饮料中咖啡因的测定》

（GB 5009.139-2014）国家标准 [12] 比较，国标中前处理方法对

含乳的咖啡、茶叶及固体制品，称取 1 g 经粉碎低于 30 目的均

匀样品，大批样处理时，盒装奶茶样品碾磨需要花费大量时间，

直接将全部样品称量溶解至 200 mL 沸水中，制备成均匀样品，

样品中乳含量较高，用铁氰化钾、乙酸锌沉淀蛋白质，比氧化

镁提取时间短、效果好。

2.2  色谱条件的优化

2.2.1 检测波长的选择 

在 210 nm~400 nm 之间对咖啡因标准进行光谱扫描，在

272 nm 处有最大吸收波长。

2.2.2 流动相的比例选择

15 μg/mL 的咖啡因标准溶液分别在 3 种不同比例甲醇 - 水

（20-80）、甲醇 - 水（24-76）、甲醇 - 水（30-70）流动相条件下

进样检测，色谱图见图 1-3，实验结果表明选择流动相甲醇 - 水

（30-70），咖啡因的峰面积最大、峰型最好、出峰时间最合适。

图 1 甲醇 - 水（20-80） 
Fig.1 Methanol-water (20-80)

图 2 甲醇 - 水（24-76） 
Fig.2 Methanol-water (24-76)

https://www.baidu.com/other.php?url=Ks0000aqqdzCLIcx9zrI1oPGp6U78LBcJC19PZBsKOxlFiTN1LsFhxuH2a0YIUqccAZ2Ow51jf3OWR4VFPcM-hL4zgHwHoZxzNxD7wVGyHbw0R3krZzkx4hyf_GvsyLbMp_fPF6akAUOaFclchA4RkXTthKtrGUJjEOjBEQfTuagtTh1wzn9rg1lxsc8jt8f-EmCjE0cJQ2gtgu3rMhXU95pXESd.7b_NR2Ar5Od663rj6tCLlVQQPAlutPgFKt54mrAJavrjySWfhuC5I7KwuEIn1fIPC1klFM4b4qUlPKnYTA-qABMC1klFM4b4qUlPKnYxxKfYt_QrMAzONDkl1nkgmT-Mt9YiTri159zyxjRSFMo6CpXgih4SjikGxwCEk8hHzL1nkgTQCbqT7jHzk8sHfGmEukmr8a9G4mgwRDkRA2b_LRgkFl32AM-CFhY_pgYp2XW5ZChxhHMdECYD1wJN9h9me2OZk0.TLFWgv-b5HDkrfK1ThPGujYknHb0THY0IAYqsq10eU2G0ZN1ugFxIZ-suHYs0A7bgLw4TARqP6KLULFb5T5TsrvzJfKzmLmqn0KdThkxpyfqnHRdP1b1nWfLrfKVINqGujYkPHbvPjfdnsKVgv-b5HD1nHTkrHmz0AdYTAkxpyfqnHc3nWm0TZuxpyfqn0KGuAnqiD4a0ZKGujY1nsKWpyfqPjmY0APzm1Y1PHm3nf&ck=5984.1.21.202.190.151.185.1525&dt=1711621631&wd=%E5%AF%86%E7%90%86%E5%8D%9A&tpl=tpl_12826_33676_0&l=1557932479&ai=0_55695685_1_0&us=linkVersion=1&compPath=10036.0-10032.0&label=%E4%B8%BB%E6%A0%87%E9%A2%98&linkType=&linkText=Millipore%E9%92%88%E5%BC%8F%E6%BB%A4%E5%99%A8%EF%BC%8C%E9%87%91%E6%A0%87%E4%BA%A7%E5%93%81%E4%BF%9D%E9%9A%9C
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图 3 甲醇 - 水（30-70） 
Fig.3 Methanol-water (30-70)

2.2.3 流动相的流速选择

将流动相的流速分别设置为 0.8、1.0、1.2 mL/min，进样

15 μg/mL 的咖啡因标准溶液，实验结果显示，流速为 1.0 mL/min

时咖啡因的峰面积最大、出峰时间最好。

在选定的流动相、流动相比例、流速的仪器条件下，再进

样 15 μg/mL 的咖啡因标准溶液，得到咖啡因标准色谱图，见图 4。

图 4 15 μg/mL 的咖啡因标准溶液色谱图 
Fig.4 Chromatogram of a standard solution of caffeine at 15 μg/mL

2.3  方法线性关系、精密度

按 1.3.2 的方法对标准溶液咖啡因含量测定，绘制标准曲线。

校准曲线见图 5，咖啡因在 1-30 μg/mL 范围内，线性回归方程

y=2.51×104x-1.46×103，相关系数 r=0.9999，精密度为0.54%，见表1。

图 5 校准曲线图 
Fig.5 Calibration curve diagram

表 1 方法的精密度 
Table 1 Precision of the method 

测定次数 保留时间 咖啡因含量 (μg/mL)
1 4.052 7.254
2 4.052 7.143
3 4.052 7.202
4 4.053 7.186
5 4.052 7.159
6 4.052 7.173

平均值 4.052 7.186
RSD (%) 4.052 0.54

2.4  检出限和定量限

咖啡因检出限以 3 倍信噪比计算为 0.05 mg/kg，定量限以

10 倍信噪比计算为 0.2 mg/kg。

2.5  样品加标回收率

对奶茶样品按上述方法进行低、中、高 3 水平加标回收测定，

计算咖啡因的平均回收率，结果见表 2，咖啡因的平均加标回

收率为 97.2%~99.5%，说明此法咖啡因的回收率高。

表 2 方法的回收率 
Table 2 Recovery rate of the method

物质
本底值

（μg/mL）
加标量

（μg/mL）
测定值

（μg/mL）
平均回收率

（%）

咖啡因

7.186 2.0 9.130 97.2

7.186 8.0 15.042 98.2

7.186 16.0 23.106 99.5

2.6  样品结果分析

对不同速溶奶茶的咖啡因进行测定，结果见表 3，样品色

谱图见图 6。

表 3 速溶奶茶中的咖啡因检测结果表 
Table 3 Results for caffeine in instant milk tea

口味
A 品牌

咖啡因 (mg/kg)
B 品牌

咖啡因 (mg/kg)
C 品牌

咖啡因 (mg/kg)

香芋味

1722.41 924.87 1005.46

1683.85 882.06 968.53

1757.72 920.31 916.47

原味

1688.65 1298.44 1502.04

1571.77 1263.04 1488.26

1597.82 1243.02 1438.23

草莓味

1330.09 686.24 784.01

1211.24 728.46 826.70

1247.14 676.31 779.56

麦香味

935.45 841.66 909.30

878.43 897.30 877.94

890.67 862.77 931.55

咖啡味

1278.31 522.74 587.73

1186.47 484.35 630.55

1240.84 475.89 594.33

图 6 奶茶样品色谱图 
Fig.6 Chromatogram of instant milk tea sample
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2.6.1 奶茶中咖啡因总体检测结果分析 

样品中咖啡因的检出率为 100%，奶茶中咖啡因的平均含量

1048.20±359.64 mg/kg 所有样品中咖啡因的含量均符合国家对茶

饮料的咖啡因质量标准（GB/T 21733-2008）[13] 奶茶饮料中咖啡

因含量 ≥35 mg/kg。

2.6.2 不同品牌奶茶中咖啡因的检出结果分析 

对我区市售速溶奶茶样品进行抽样检测，对所有样本数据

进行多因素方差分析，种类（处理组间）F=770.31，P﹤0.05 具

有统计学意义，可以看出不同品牌的咖啡因含量不同，A 品

牌的平均含量为 1348.06±307.16 mg/kg，B 品牌的平均含量为

847.16±266.27 mg/kg，C 品牌的平均含量为 949.38±301.92 mg/kg。

2.6.3 不同口味奶茶中咖啡因的检出结果分析 

对我区市售速溶奶茶样品进行抽样检测，对所有样本数据

进行多因素方差分析，口味（区组间）F=497.94，P﹤0.05 具

有统计学意义，可以看出不同口味的奶茶咖啡因含量不同，香

芋味的平均含量为 1197.96±394.47 mg/kg，原味的平均含量为

1454.59±157.53 mg/kg，草莓味的平均含量为 918.86±264.02 mg/kg，

麦香味的平均含量为 891.68±30.72 mg/kg，咖啡味的平均含量为

777.91±347.44 mg/kg。

3  结  论

本研究中，选择高效液相色谱法检测速溶杯装奶茶粉中咖

啡因的含量，具有一定的实践价值与参考意义。样品采取亚铁

氰化钾和乙酸锌沉淀离心，能够迅速提取咖啡因有效成分，并

能去除蛋白质的干扰，缩短了前处理时间，优化了色谱条件，

加速了咖啡因的检测。 

本次抽样检测我区奶茶中咖啡因的平均含量 1048.20 mg/kg，

最高含量 1757.72 mg/kg（换算成 71 mg/杯），不同品牌及不

同口味奶茶中咖啡因的含量也有差异，可能和厂家生产工艺

及加工材料有关。目前我国仅对可乐型碳酸饮料有咖啡因含

量限值规定，按照《食品安全国家标准 食品添加剂使用标准》

（GB 2760-2014）[14] 使用限量要求为 ≤150 mg/kg，奶茶一类

《茶饮料》（GB/T 21733-2008）[13] 规定奶茶饮料中咖啡因含量 

≥35 mg/kg，没有限值规定。参考欧洲食品安全局（EFSA）[15]

认为健康成年人咖啡因的安全摄入量为 400 mg/d，孕妇安全摄

入量为 300 mg/d，儿童咖啡因安全摄入量为 2.5 mg/kg BW[16]，

儿童体重按照 30 kg 计算，安全摄入量为 75 mg/d。根据包装说

明杯装奶茶一盒大约 40 g，奶茶饮料中咖啡因的平均含量计算

可知，健康成年人每天可以饮用速溶杯装奶茶 9 杯，孕妇每天

可以饮用速溶杯装奶茶 7 杯，儿童每天可以饮用速溶杯装奶茶

1 杯，鉴于推算时采用奶茶中的咖啡因平均含量，因此奶茶的

每日消费量应进一步减少。咖啡因超量的症状可能因人而异，

但常见的表现包括焦虑、烦躁、失眠、心悸、胃部不适、恶心、

呕吐、颤抖、多尿等。如果出现这些症状中的一种或多种，那

么可能表明摄入的咖啡因量已经超出了安全范围。除了孕妇和

儿童，有心脏病、高血压、睡眠障碍的朋友，能不喝就不喝，

以免加重病情。咖啡因也会增加钙流失，老年朋友尽量控制咖啡

因的摄入量，以免增加骨质疏松的风险。对于咖啡因特别敏感的

朋友，需要格外注意，尽量把每天咖啡因的摄入量减少到最低。

欧盟要求如果一升饮料中咖啡因含量超过 150 mg，则需要

在标签上标注为高含量咖啡因，且需标注每 100 mL 中的咖啡

因含量 [17]。从健康考虑，建议在我国产的杯装速溶奶茶标签参

照欧盟标准，标明每杯奶茶中的咖啡因含量，消费者根据自己

的需求和偏好做出合适的选择，规避带来的健康风险，并且建

议相关监管部门提升监管力度，加强公众对此类信息的宣传与

教育，以确保消费者的健康与安全。
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