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超高效液相色谱'串联质谱法测定

蜂蜜中
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摘要!目的!为蜂蜜的真假鉴别提供一种内源性成分分析

方法#方法!采用超高效液相色谱+串联质谱&
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'检测方法!样品用甲醇+水溶液提取!经
OQM

固

相萃 取 柱 净 化!用
T

?

/0<78[EVYTg MY D

"#

色 谱 柱

&

*$--l'3"--

!

"3#

&

-

'分离!以甲醇+

*--50

(

Q

乙酸

铵溶液为流动相进行梯度洗脱!采用电喷雾负离子扫描!

多反应监测模式检测!外标法定量#结果!
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酸在质量浓度为
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内呈良好的线性关系!

相关系数为
$3))*

$方法检出限为
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添加浓度下!
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癸烯酸平均回收率为
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!相对标准偏差

为
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$日内精密度和日间精密度分别为
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和
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#结论!该方法适用于蜂蜜

中
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癸烯酸的检测!实际样品测定结果表明
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羟
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癸烯酸作为内源性成分在蜂蜜中是普遍存在的#
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蜂蜜是一种营养丰富的天然食品%其中
%$̂

%

#$̂

是人体容易吸收的葡萄糖和果糖%还含有丰富的矿物质*

维生素*氨基酸*酶等生物活性成分%具有抗菌消炎*抗氧

化防衰老*抗癌增强免疫等生物功能%对骨质疏松症*胃

肠道问题以及肝脏*心血管疾病有治疗作用,

"

-

&随着消

费者对蜂蜜需求量的增加%蜂蜜市场造假现象日趋严重%

假蜂蜜不仅对人体的滋补效果较小%还容易引发肥胖*糖

尿病*高血压*脂肪肝*急慢性肾损伤等疾病%严重危害消

费者的身体健康,

'

-

&同时%这种不正当的竞争损害了正

规商户的利益%扰乱了正常的市场秩序&蜂蜜造假手段
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多样%常见的造假模式是以葡萄糖*果糖糖浆等为原料%

添加色素*蜂蜜香精进行勾兑,

!N&
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&目前已建立了多种

蜂蜜的鉴别检测方法%但大多数是基于蜂蜜外源性掺假

物质成分的分析,
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%而有关其内源性成分的分析方法

较少&
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"$,PRT

#是由
YJ8<7.7G8

从蜂王

浆中分离出来%并且通过红外光谱确定了其结构,

%
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&

"$,PRT

主要分泌于工蜂的上颚腺,

1

-

&潘建国等,

#N)

-先

后从蜂胶和蜂王胎中成功分离出
"$,PRT

%平均含量分别

为
$3''̂

和
$3"*̂

&现有
"$,PRT

的检测方法主要有高

效液相色谱法,

"$N""
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*气相色谱法,

"'

-

*气相色谱'质谱联

用法,

"!

-

*薄层色谱法,
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-

*毛细管电泳法,

"*N"%

-

*分光光度

法,

"1

-和红外光谱法,

"#

-等&气相色谱法需进行甲基化衍

生%操作繁琐$薄层色谱法易受试验环境等多因素影响%方

法重现性差&以上方法仅适用于蜂王浆及其制剂中高含

量
"$,PRT

的测定%对于含量较低的蜂蜜难以达到检测要

求&试验拟建立
"$,PRT

的超高效液相色谱'串联质谱

方法%并结合固相萃取技术实现蜂蜜中
"$,PRT

的测定%

以期为蜂蜜的真假鉴别提供一种内源性成分分析方法&
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材料与方法
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材料与试剂
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#标准品"纯度
&

)13*̂

%

中国食品药品鉴定研究院$

乙酸铵"分析纯%国药集团化学试剂有限公司$

甲醇*乙腈"色谱纯%德国
C<=4B

公司$

试验用水"超纯水%美国
C/00/

;

5=<

超纯水仪制备$

固相萃取柱"
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%北京迪马

科技有限公司$

蜂蜜"市售&
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仪器与设备

超高效液相色谱仪"

"')$67>/7/8

H,

型%美国安捷伦

科技有限公司$

三重四级杆串联质谱仪"

%&1$

型%美国安捷伦科技有

限公司$

电子天平"

gM'$*R̀

型%梅特勒'托利多国际贸易

!上海#有限公司$

超声波清洗仪"

ef*'$$R+

型%昆山市超声仪器有限

公司$

固相萃取装置"

PM+,'&Y

型%天津市恒奥科技发展有

限公司$

氮吹仪"

U,+DTO&*

型%美国
E=

?

.75-.8/57

公司$

涡旋混合器"

Me,"

型%江苏省金坛市医疗仪器厂&
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方法
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标准溶液的配制

!

"

#标 准 储 备 液"准 确 称 取
"$,PRT

标 准 品

"$3*%-

?

%用 甲 醇 溶 解 并 定 容 至
"$$ -Q

%配 制 成

"$$

&
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(
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的标准储备液%于
N'$i

避光保存&

!
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#标准中间液"准确吸取标准储备液
"3$$-Q

%用

甲醇稀释并定容至
"$$-Q

%配制成
"3$$

&

?

(

-Q

的标准

中间液%于
N'$i

避光保存&

!
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#溶剂标准工作液配制"准确吸取一定体积的

"3$$

&

?

(
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的标准中间液至
"$-Q

容量瓶中%甲醇定

容%配制成质量浓度分别为
$3$*

%

$3"$

%

$3'$

%

$3&$

%

$3%$

%

$3#$

&

?

(

-Q

的标准工作液%现用现配&

!

&

#基质匹配标准工作液配制"将
"3!3'

净化处理后

的基质溶液氮气吹干%分别准确吸取
"3$$-Q

相应浓度

的标准溶液复溶%配制成质量浓度分别为
$3$*

%

$3"$

%

$3'$

%

$3&$

%

$3%$

%

$3#$

&

?

(

-Q

的基质匹配标准工作液%经

$3''

&

-

有机滤膜过滤%现用现配&
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样品前处理

!

"

#提取"准确称取
"3$$

?

试样置于
"$-Q

螺旋盖聚

丙烯离心管中%加入
#-Q

甲醇'水溶液!

P

甲醇
bP

水
a

&b%

#%涡旋溶解%超声提取
"$-/7

%用甲醇'水溶液定容

至
"$-Q

%待净化&

!

'

#净化"准确吸取
* -Q

提取液%加入到预先用

*-Q

甲醇和
*-Q

水平衡的
O=5+0J8OQM'$$-

?

(

%-Q

固相萃取柱中%用
*-Q

水进行淋洗%弃去所有流出液%抽

干固相萃取柱%再用
*-Q

甲醇进行洗脱%收集洗脱液%于

&$i

水浴下氮气吹至近干%加入甲醇溶解并定容至

"-Q

%涡旋混匀
"-/7

%经
$3''

&

-

有机滤膜过滤%供超高

效液相色谱'串联质谱测定&

"3!3!

!

前处理条件优化
!

按
"3!3'

的方法对样品前处理

过程中的提取溶剂!

P

甲醇
bP

水
a'b#

%

!b1

%

&b%

%

*b*

%

%b&

%

1b!

%

#b'

#进行优化&

"3!3&

!

液相色谱条件优化
!

采用
T

?

/0<78[EVYTgMY

D

"#

色谱柱!

*$--l'3"--

%

"3#

&

-

#对目标物进行分

离%优化有机相和水相溶液%通过比较峰形和响应%选择

合适的流动相!乙腈'水*甲醇'水*乙腈
N$3"̂

甲酸水*

甲醇
N$3"̂

甲酸水*乙腈
N*--50

(

Q

乙酸铵*甲醇
N

*--50

(

Q

乙酸铵#&优化梯度洗脱程序%确定液相色谱

条件&

"3!3*

!

质谱条件优化
!

分别在电喷雾正离子!

+M6

_

#和电

喷雾负离子!

+M6

N

#模式下进行
M4.7

扫描%得到对应的质

谱总离子流图%确定化合物的母离子&对选定的母离子

进行
O=5GJ48/57

扫描%得到二级质谱图%选取丰度最强的

碎片离子作为定量离子%次强的碎片离子作为定性离子%

分别对子离子的碰撞能进行优化&在多反应监测模式

!

CVC

#下%优化干燥气温度*干燥气流量*雾化气压力*

鞘气温度*鞘气流量*毛细管电压*喷嘴电压等参数&

"3!3%

!

方法学验证

!

"

#基质效应"分别用甲醇和
"3!3'

净化处理后的基

#%

"

X503!1

"

U53#

胡丽俐等!超高效液相色谱'串联质谱法测定蜂蜜中
"$,

羟基
,',

癸烯酸



质溶液制备相同浓度的低*中*高
!

个水平的标准工作溶

液%评价基质效应&

!

'

#线性范围*检出限和定量限"配制质量浓度分别

为
$3$*

%

$3"$

%

$3'$

%

$3&$

%

$3%$

%

$3#$

&

?

(

-Q

的基质匹配标

准工作液%绘制基质匹配标准曲线&取代表样品%逐步定

量地添加标准溶液%按
"3!3'

的方法进行处理%信噪比
&

!

时的添加量为检出限%信噪比
&

"$

时的添加量为定量限&

!

!

#准确度和精密度"取代表样品进行低*中*高
!

个

浓度水平添加%每个添加水平平行测定
%

次%计算回收

率&同时对等分样品进行
%

次平行测定%评估目标物的

日内精密度&连续
!G

内%对等分样品进行
%

次平行测

定%评估目标物的日间精密度&

!

&

#干扰试验"在代表样品提取液中加入喹诺酮类*

四环素类*氯霉素类药物%配成 最 终 质 量 浓 度 均 为

$3"$

&

?

(

-Q

的溶液%用试验方法进行分析%考察其他物

质对目标物是否存在干扰&

"3!31

!

数据处理
!

测量数据由
R.8.T4

2

J/:/8/57

进行采

集%定 量 软 件
fJ.78/8.8/@< T7.0

H

:/:"$3$

分 析%使 用

E=/

?

/7

软件作图&

'

!

结果与分析

'3"

!

前处理条件的确定

试验发现%当样品提取液经过固相萃取小柱时%强极

性物质如果糖和葡萄糖等直接流出%目标物
"$,PRT

被

吸附在小柱上%先用水淋洗将样品中残留的强极性杂质

去除%再用甲醇将
"$,PRT

洗脱下来&当提取溶剂中甲

醇体积分数
$

&$̂

时%提取液经
O=5+0J8OQM

固相萃取小

柱的流出液和水淋洗液中均未检测到
"$,PRT

$当
P

甲醇
b

P

水
a*b*

时%流出液中检出
"$,PRT

&故采用甲醇'水

溶液!

P

甲醇
bP

水
a&b%

#作为提取溶液&

'3'

!

液相色谱条件的确定

结果表明%采用乙腈'水为流动相体系时%

"$,PRT

的响应值最高%但峰形不佳$采用甲醇'水为流动相体系

时%

"$,PRT

的响应一般%且峰形较差$采用乙腈
N$3"̂

甲酸水和甲醇
N$3"̂

甲酸水为流动相体系时%

"$,PRT

离子化受到抑制%响应明显降低$采用乙腈
N*--50

(

Q

乙酸铵*甲醇
N*--50

(

Q

乙酸铵为流动相体系时%均能

得到良好的峰形*最佳的分离效果和稳定的响应值!见

图
"

#&由 于 甲 醇 毒 性 较 小 且 成 本 较 低%因 此 选 择

*--50

(

Q

乙酸铵!

T

#'甲醇!

Y

#作为流动相%优化梯度

洗脱程序见表
"

%色谱柱温度为
!*i

%进样量为
*

&

Q

&

'3!

!

质谱条件的确定

"$,PRT

的分子式为
D

"$

P

"#

E

!

%相对分子质量为

"#%3'

&试验过程中%

+M6

_

*

+M6

N 模式下准分子离子

峰,

C_P

-

_和,

CNP

-

N 的
5

(

C

分别为
"#13'

%

"#&3)

%

表
"

梯度洗脱程序

K.I0<"

!

\=.G/<78<0J8/57457G/8/57:

时间(
-/7

流速(!

-Q

0

-/7

N"

#流动相
T

(

^

流动相
Y

(

^

$3$ $3! )& %

"3$ $3! )& %

'3$ $3! &$ %$

&3$ $3! &$ %$

&3" $3! )& %

"$3$ $3! )& %

"3"$,PRT

!

.3

乙腈
N$3"̂

甲酸
!

I3

乙腈
N*--50

(

Q

乙酸铵

!

43

甲醇
N*--50

(

Q

乙酸铵
!

G3

乙腈
N

水
!

<3

甲醇
N$3"̂

甲酸

!

>3

甲醇'水

图
"

!

目标物在不同流动相下的
CVC

色谱图

F/

?

J=<"

!

CVC49=5-.85

?

=.-:5>89<8.=

?

<8.8

G/>><=<78-5I/0<

;

9.:<:

+M6N

模式下的响应值高于
+M6_

的%故采用
+M6N

模式&

在
+M6N

模式下%选择
5

(

C

为
"#&3)

的离子作为母离子%

进行
O=5GJ48/57

扫描%得到
"$,PRT

的二级质谱图&

"$,

PRT

在碰撞室中主要碎裂成
5

(

C

为
"!#3#

%

""$3#

的碎

片%推测其可能的裂解途径为图
'

&选择
"#&3)

(

"!#3#

*

"#&3)

(

""$3#

离子对作为多反应监测!

CVC

#的离子对%其

中
"#&3)

(

"!#3#

的响应值更高%故将其作为定量离子对%

"#&3)

(

""$3#

作为定性离子对&在多反应监测!

CVC

#下

优化各项参数%得干燥气温度为
!'* i

*干燥气流量为

#Q

(

-/7

*雾化气压力为
$3!"CO.

*鞘气温度为
&$$i

*鞘

气流量为
""Q

(

-/7

*毛细管电压为
N!*$$X

*喷嘴电压

为
*$$X

%目标物的相关质谱参数见表
'

&

图
'

!

"$,PRT

可能的裂解途径
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安全与检测
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总第
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年
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月
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表
'

!

"$,PRT

的质谱参数

K.I0<'

!

O.=.-<8<=:5>-.:::

;

<48=5-<8=

H

5>"$,PRT

母离子!

5

(

C

#子离子!

5

(

C

# 裂解电压(
X

碰撞能(
X

"#&3)

"!#3# #$ "*

""$3# #$ "'

'3&

!

方法学验证

'3&3"

!

基质效应评价
!

样品基质中的干扰物质对目标物

电离效率的影响用基质效应!

C+

#来评价&当
"

C+

"$

'$̂

时%基质效应对结果的准确性影响不大%可以忽略不

计$当
"

C+

"&

'$̂

时%基质效应较强%对定量结果会产生

较大干扰&由表
!

可知%蜂蜜中
"$,PRT

在低*中*高

!

个浓度水平的
C+

为
N')3)̂

%

N&*3*̂

%存在明显基

质抑制效应&因此%采用基质匹配标准曲线来定量%以获

得更加准确的结果&

'3&3'

!

线性范围*检出限和定量限
!

"$,PRT

的基质匹

配标准溶液在
$3$*

%

$3#$

&

?

(

-Q

质量浓度范围内呈良好

表
!

!

蜂蜜中
"$,PRT

的基质效应

K.I0<!

!

C.8=/L<>><48:

%

C+

&

5>"$,PRT/7

957<

H

%

/a!

&

质量浓度(

!

&

?

0

-Q

N"

#

基质标准溶液

平均响应强度

溶剂标准溶液

平均响应强度
C+

(

^

$3$* %$% #%& N')3)

$3"$ "$"1 "#%1 N&*3*

$3&$ &''! 1*#1 N&&3!

的线性关系%线性回归方程为
!a"'3&KN'#!31

%相关系

数为
$3))*

&方法的检出限为
$3$! -

?

(

B

?

%定量限为

$3"$-

?

(

B

?

&

'3&3!

!

准确度和精密度
!

在
$3"$

%

$3'$

%

"3$$-

?

(

B

?

添加

浓度水平下%

"$,PRT

的平均回收率为
)%3)̂

%

"$#3!̂

%

相对标准偏差为
&3*̂

%

"$31̂

&由表
&

可知%日内精密

度和日间精密度分别为
*3)̂

%

)3'̂

和
!3*̂

%

"&3!̂

&

'3&3&

!

干扰试验
!

文献,

")N'$

-报道%蜂蜜中可能有喹诺

酮类*四环素类*氯霉素类*硝基呋喃类药物残留&采用试

验方法分析含有以上药物的溶液%在目标物保留时间区域

未发现干扰%将以上药物加入到代表性样品中%目标物浓

度未发生改变,

'"

-

&因此%试验方法有良好的抗干扰能力&

'3*

!

实际样品分析

应用试验方法对
"'

个蜂蜜样品进行检测%由图
!

可

知%除
"

个假蜂蜜样品未检出
"$,PRT

外%其余
""

个蜂

蜜样品中均有检出
"$,PRT

%最高含量为
$3)%-

?

(

B

?

%最

低含量为
$3''-

?

(

B

?

%说明
"$,PRT

作为内源性成分在

蜂蜜中普遍存在的&

表
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方法的回收率与精密度
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偏差(
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日内精
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日间精

密度(
^

$3" "$#3! "$3" %3) %31

$3' "$!3" "$31 *3) !3*

"3$ )%3) &3* )3' "&3!
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基质标准溶液和典型样品溶液
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色谱图

F/

?

J=<!

!

CVC49=5-.85

?

=.-:5>-.8=/L:8.7G.=G:50J8/57.7G8

H;

/4.0:.-

;

0<:50J8/57

!

!
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建立了蜂蜜中
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癸烯酸的超高效液相色

谱'串联质谱检测方法&该方法操作简便%无需进行气

相色谱法繁琐的衍生化处理$灵敏度高%检出限和线性范

围等参数均优于高效液相色谱法$且重现性好%抗干扰能
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