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摘要：旨在通过分析不同酿造程度蜂蜜的理化指标和糖组

分，找出蜂蜜在成熟过程中糖分的变化规律，从而获得评价

蜂蜜品质的特征性指标。分别测定不同酿造程度蜂蜜的水

分含量、锤度、酸度、ｐＨ 值、电导率，并采用 ＨＰＬＣ—ＥＬＳＤ

法定量分析在蜂巢内酿造不同时间的５种蜂蜜的糖组分。

通过单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ）可知，不同酿造程度的蜂蜜

存在显著性差异；而由主成分分析可知，果糖、海藻糖、葡萄

糖、麦芽酮糖、吡喃葡萄糖基蔗糖是引起不同酿造程度蜂蜜

差异性的主导因素。因此，海藻糖、麦芽酮糖、吡喃葡萄糖基

蔗糖可以作为鉴别不同酿造程度蜂蜜的特征性指标。

关键词：蜂蜜；理化指标；特征性糖分；ＨＰＬＣ—ＥＬＳＤ；主成分
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　　蜂蜜是蜜蜂采集植物的花蜜、分泌物或蜜露，与自身分

泌物结合后，经充分酿造而成的天然甜物质［１］。蜂蜜因其含

有特殊的保健功能成分（如多酚类物质、蜂花粉、寡糖等）深

受消费者的青睐［２－３］，但是其通常需要在蜂巢内酿造一个蜜

源花期才能完全封盖并成熟［４］。然而，由于中国蜂农“追花

夺蜜”的养蜂方式［５］，以及蜂蜜加工厂商“低价统一收购”等

原因导致蜂农生产天然成熟蜜的积极性不高［６］，出现“３ｄ一

取蜜”甚至“每天摇蜜”的普遍现象［４］。这种不成熟的蜜水分

含量高，易发酵变酸极不利于储存。因此，建立一种快速、有

效的蜂蜜品质识别方法迫在眉睫。

　　蜂蜜在酿造过程中主要发生变化的是糖类物质。蜂蜜

中糖分的检测主要有传统的化学分析法（包括滴定法和分光

光度法）以及现代仪器分析技术［７－１２］。传统的分析方法由于

每次只能测定一种糖分，且不能对体系中的各种糖进行分离

而具有一定的局限性。

　　高效液相色谱仪可根据糖的含量、纯度、种类来选择合

适的检测器，对单糖、寡糖的分离效果较好。若将样品进行

柱前衍生化处理，可用紫外（ＵＶ）、荧光检测器（ＦＬＤ）；不然，

由于乙腈的截止波长接近糖的吸收波长，在低波长时，乙腈

的纯度因达不到要求而无法检测。示差折光检测器（ＲＩＤ）是

通用型检测器，对所有物质均有响应；但是，其灵敏度低，且

不能在梯度洗脱下检测。脉冲安培检测器（ＰＡＤ）灵敏度高，

适合微量分析，但必须与阴离子交换柱洗脱液相匹配。蒸发

光散射检测器（ＥＬＳＤ）是通用型检测器，具有高灵敏度、稳定

性好等特点，能进行梯度洗脱，可对各种糖组分作全分析，二

糖、三糖的异构体分离效果较好，四糖以上出峰完全，且定量

准确。本试验在参考前人［１３－１６］使用的各种方法基础上采用

ＨＰＬＣ—ＥＬＳＤ法对不同采收时间的蜂蜜样品进行色谱分

析，旨在研究不同酿造程度蜂蜜糖组分的变化规律。本研究

将结合蜂蜜的常规理化指标的变化，通过化学计量学方法来

获得评价高品质成熟蜜的特征性指标。
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１　材料与方法
１．１　样品采集

　　蜂蜜样品：采集于山东省济南章丘市七星台风景区的养

蜂场。采样期间，主要的蜜源植物是野生荆条和酸枣。因蜜

源植物流蜜量大，不对蜜蜂进行人工饲喂；而且蜜蜂群势强，

采集期间未使用任何兽药。在每块巢脾上编号，每天下午

３点半取出对应一块巢脾摇蜜。本试验共采用８种不同酿造

程度的蜂蜜，见表１（其中８号只取封盖部分）。所有样品在

分析前储存于－２０℃低温冰箱中。

表１　蜂蜜样品

Ｔａｂｌｅ１　Ｈｏｎｅｙｓａｍｐｌｅｓ

编号 日期 采样量／ｇ 巢脾情况描述

１ ２０１３年６月３０日 ５００ 巢脾上有几个孔已封盖

２ ２０１３年７月１日 １０００ 巢脾上有１～２排孔已封盖

３ ２０１３年７月２日 １０００ 巢脾上有３～４排孔已封盖

４ ２０１３年７月３日 １０００ 巢脾上有５～６排孔已封盖

５ ２０１３年７月４日 １０００ 巢脾上有７～８排孔已封盖

６ ２０１３年７月５日 １０００ 巢脾上大约有１０排孔已封盖

７ ２０１３年７月６日 １０００ 巢脾上有１０排以上的孔已封盖

８ ２０１３年７月７日 ５００ 大约１／３的巢脾已封盖

１．２　试剂与仪器

　　果糖、葡萄糖、棉籽糖：分析纯，国药集团化学试剂有限

公司；

　　麦芽糖、蔗糖、异麦芽糖、曲二糖、黑曲霉糖、麦芽酮糖、

α，β海藻糖、吡喃葡萄糖基蔗糖：色谱纯，美国ｓｉｇｍａ公司；

　　异麦芽酮糖、槐糖、松二糖、蜜二糖、海藻糖、松三糖：色

谱纯，上海晶纯生化科技股份有限公司；

　　乙腈：色谱纯，美国ｔｅｄｉａ公司；

　　滤膜：０．４５μｍ，上海兴亚净化材料厂；

　　高纯氮气：杭州今工特种气体有限公司；

　　数字阿贝折射仪：ＷＡＹ２Ｓ型，上海精密科学仪器有限

公司；

　　台式酸度计：ｐＨ５１０型，新加坡优特仪器有限公司；

　　电导率仪：ＤＤＳ３０７型，上海精密科学仪器有限公司；

　　高效液相色谱仪：２６９５型，美国 Ｗａｔｅｒｓ公司；

　　蒸发光散射检测器：２４２４型，美国 Ｗａｔｅｒｓ公司；

　　色谱柱：ＣａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅＡｎａｌｙｓｉｓ，３．９ ｍｍ×３００ ｍｍ，

１０μｍ（货号：ＷＡＴ０８４０３８），美国 Ｗａｔｅｒｓ公司。

１．３　试验方法

１．３．１　样品准备　所有蜂蜜样品在试验前，旋紧瓶盖，置于

５０℃的水浴中温热，待完全融化后，迅速冷却至室温，搅匀，

备用。

１．３．２　常规理化指标的测定

　　（１）水分含量：按ＳＮ／Ｔ０８５２—２０００中３．４规定的方

法，采用阿贝折光仪在室温下进行测定，用ｇ／１００ｇ表示。

　　（２）可溶性固形物含量：即锤度，在用阿贝折光仪测定

水分含量时可直接读出，结果用ｇ／１００ｇ表示。

　　（３）酸度：按ＳＮ／Ｔ０８５２—２０００中３．５规定的方法，采

用氢氧化钠标准溶液进行滴定，试验结果以（１ｍｏｌ／Ｌ氢氧化

钠）ｍＬ／１００ｇ表示。

　　（４）ｐＨ值的测定：参考文献［１６］，在１０ｇ蜂蜜中加入

７５ｍＬ超纯水，搅拌均匀后用ｐＨ计测定。

　　（５）电导率：按ＧＢ／Ｔ１８９３２．１５—２００３的方法，称取相

当于２０ｇ无水蜂蜜，定容至１００ｍＬ，在２０℃下进行测定，结

果用μＳ／ｃｍ表示。

１．３．３　糖组分定量分析

　　（１）样品处理：准确称取５ｇ蜂蜜样品，用超纯水溶解后

定容到１００ｍＬ容量瓶中。ＨＰＬＣ分析前过０．４５μｍ滤膜。

　　（２）标准溶液的配制：将果糖配制成浓度梯度为１０，１５，

２０，２５，３０ｍｇ／ｍＬ的标准工作液。将葡萄糖配制成浓度梯度

为８，１２，１６，２０，２４ｍｇ／ｍＬ的标准工作液。将蔗糖和麦芽糖

分别配制成浓度梯度为０．５，１．０，２．０，４．０，６．０ｍｇ／ｍＬ的标

准工作液。将异麦芽糖、麦芽酮糖、异麦芽酮糖、松二糖、蜜

二糖、海藻糖、黑曲霉糖、曲二糖、槐糖、α，β海藻糖、松三糖、

棉籽糖、吡喃葡萄糖基蔗糖直接配制成２ｍｇ／ｍＬ的标准工

作液。

　　（３）ＨＰＬＣ—ＥＬＳＤ色谱分析条件：流动相：乙腈／水（８０／

２０）；流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；柱温：（２５±５）℃；进样量：１０μＬ。

蒸发光散射检测器ＥＬＳＤ；漂移管温度：７０℃；雾化器：冷却；

气体压力：１．３８×１０５Ｐａ。ＷａｔｅｒｓＣａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅＡｎａｌｙｓｉｓ色

谱柱：３．９ｍｍ×３００ｍｍ，１０μｍ。

１．４　数据分析

　　采用Ｏｒｉｇｉｎ８．０进行单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ）分析和

图表的绘制；采用 ＭＡＴＬＡＢ（Ｖｅｒｓｉｏｎ７．１１．０．５８４）进行主成

分分析（ＰＣＡ）。

２　结果和讨论
２．１　理化分析

　　每个蜂蜜样品的理化指标平行测定３次，结果用平均

值±标准偏差表示，见表２。其中，１号蜂蜜样品的水分含量

超过 ＧＨ／Ｔ １８７９６—２０１２ 标 准 规 定 的 二 级 品 的 要 求

２４ｇ／１００ｇ，为不合格蜜；８号蜂蜜样品符合一级品的要求

２０ｇ／１００ｇ；而其它６种蜂蜜样品均为二级品。这是由于蜂

蜜在刚采集时没有经过充分酿造，所以水分含量过高。所有

蜂蜜样品的锤度符合ＧＨ／Ｔ１８７９６—２０１２标准规定的要求，

都超过 ６０ｇ／１００ｇ。所有蜂蜜样品的酸度低于 ＧＨ／Ｔ

１８７９６—２０１２标准规定的４ｍＬ／１００ｇ。所有蜂蜜样品的电

导率都符合ＣＡＣ２００１的要求，即小于８００μＳ／ｃｍ。

　　为研究不同酿造程度蜂蜜各理化指标的显著性差异，本

试验对水分、锤度、酸度、ｐＨ、电导率这５个指标分别进行了

单因素方差分析。设显著性水平为０．０５，则Ｐ＜０．０５时表示

存在显著性差异；而Ｐ＜０．００１时表示差异非常显著。由分

析结果可知，ＰｐＨ为０．００６８，而其它指标的Ｐ值均＜０．００１，

说明各指标不同酿造程度蜂蜜的差异都非常显著。通过犉

检验可知，电导率、水分含量、锤度这３个指标可能对区分不

同酿造程度的蜂蜜占主导作用。而电导率与蜂蜜中的矿物

质、有机酸、蛋白质等有关。水分和糖组分则是蜂蜜在酿造

过程中发生变化的主要因素。
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表２　不同酿造程度蜂蜜的理化指标

Ｔａｂｌｅ２　Ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｈｏｎｅｙｓａｍｐｌｅｓ

样品
水分／

（１０－２ｇ·ｇ－１）

锤度／

（１０－２ｇ·ｇ－１）

酸度／

（１０－２ｍＬ·ｇ－１）
ｐＨ

电导率／

（μＳ·ｃｍ
－１）

１ ２４．６０±０．０２ ７３．７７±０．０６ １．６５±０．０６ ４．２０±０．０４ １４８．１５±１．４８

２ ２１．２０±０．１７ ７７．１０±０．１７ １．４４±０．１０ ４．３３±０．２３ ２４１．１８±５．３２

３ ２１．００±０．１０ ７７．３０±０．１０ １．７７±０．０９ ４．２１±０．２３ １７７．８０±１．２５

４ ２１．６０±０．１０ ７６．７７±０．０６ １．８５±０．１０ ４．８１±０．０６ １６１．１０±０．６４

５ ２１．２７±０．２５ ７７．０３±０．２５ １．９７±０．０５ ３．９２±０．３５ １６２．００±０．６４

６ ２０．７３±０．０６ ７７．５３±０．０６ １．９５±０．０５ ４．５２±０．１８ １６１．８０±０．６２

７ ２１．９０±０．２６ ７６．４０±０．２６ １．９６±０．０５ ４．５５±０．２２ １６１．９５±０．４５

８ １９．５３±０．１２ ７８．７０±０．１７ ２．０６±０．１２ ４．２９±０．３８ １５７．３０±１．２４

犉


２５０．７４ ２２３．３８ １８．２４ ４．３９ ３２３．５７

Ｐ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ０．００６８ ＜０．００１

２．２　糖组分分析

　　为进一步研究蜂蜜在酿造过程中化学成分的变化，对

１号、２号、４号、６号和８号蜂蜜样品的各种单糖和寡糖进行

色谱定量分析，见图１。同时在相同色谱条件下，对各糖标准

品进行分析，得到不同的响应信号。表３为不同糖标准品在

浓度为２ｍｇ／ｍＬ时的保留时间和色谱积分面积。

图１　不同酿造程度蜂蜜的液相色谱图

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｆｒｏｍｈｏｎｅｙｓａｍｐｌｅｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔｏｒａｇｅｔｉｍｅｉｎｈｉｖｅ
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　　本试验共分离到９种糖，其中单糖有果糖和葡萄糖，二

糖有蔗糖、麦芽糖、麦芽酮糖、黑曲霉糖、海藻糖、异麦芽糖，

三糖只有吡喃葡萄糖基蔗糖。本试验所采用的５种蜂蜜样

品未检测到曲二糖、槐糖、蜜二糖、松二糖、异麦芽酮糖、α，

β海藻糖、松三糖及棉籽糖。在分离到的各种糖中，果糖的

含量最高（２４８．７２～３９７．７３ｇ／ｋｇ），葡萄糖次之（１８７．６４～

２６７．８７ｇ／ｋｇ），其它二糖和三糖的含量都不高。其中，１号样

品中没有检测到海藻糖，异麦芽糖也只在６号和８号样品中

被定量分析到。随着蜂蜜在蜂巢中酿造时间的增加，果糖、

葡萄糖、麦芽酮糖、黑曲霉糖、异麦芽糖的含量一直呈增加趋

势，蔗糖则一直呈下降趋势，麦芽糖、海藻糖、吡喃葡萄糖基

蔗糖先增加后逐渐平稳，见图２。说明在蜂蜜的成熟过程中，

除了水分含量发生降低外，蜂蜜由于自身酶和酸的作用还发

生了生物化学反应，即各种糖在不断地分解、合成、转化。

　　果糖／葡萄糖（Ｆ／Ｇ）常用来评价蜂蜜的结晶性，果糖含

量较高的蜂蜜不容易结晶，葡萄糖含量高的蜂蜜容易结晶，

表３　糖标品的保留时间

Ｔａｂｌｅ３　Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎｔｉｍｅｓｏｆｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅｓ

糖标准对照品 保留时间／ｍｉｎ 积分面积

果糖 ９．１ ３８９６３５５

葡萄糖 １０．９ １６１４８６９

蔗糖 １７．１ ３９６１６１２

松二糖 １８．３ ５０５１３１０

异麦芽酮糖 １８．５ ４２７３７３４

麦芽酮糖 １９．４ ５０２９８５１

黑曲霉糖 ２０．３ ４４５３６２９

曲二糖 － －

α，β海藻糖 ２０．９ ５１０５３４１

麦芽糖 ２１．５ ２４０８４３３

槐糖 ２２．１ ３４７４５４６

海藻糖 ２２．３ ５０９９６６３

异麦芽糖 ２５．６ １６２１３８８

蜜二糖 ２８．１ １８６０４７５

吡喃葡萄糖基蔗糖 ３２．７ ４１２９１８０

松三糖 ３３．２ ３８０７３２９

棉籽糖 ４１．６ ３１２９６８７

图２　不同酿造程度蜂蜜样品的糖组分

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｓｕｇａｒｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｈｏｎｅｙｓａｍｐｌｅｓｗｉｔｈ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔｏｒａｇｅｔｉｍｅｉｎｈｉｖｅ

这是因为果糖的吸湿性和粘滞性比葡萄糖大。而有些研究

者［１７］则用葡萄糖／水（Ｇ／Ｍ）来表示蜂蜜的结晶性。本试验

研究的蜂蜜样品Ｆ／Ｇ在１．３３～１．５０；Ｇ／Ｍ 在０．７６～１．３７，

表示所有蜂蜜样品都不易结晶。

２．３　多元统计分析

　　为研究不同酿造程度蜂蜜差异性的影响因素，本试验对

各样品测定的理化指标和糖组分进行了主成分分析（ＰＣＡ）。

由主成分分析可得，第一主成分的权重占总变量的６１．７９％，

第二主成分的权重占总变量的２３．９０％，说明这２个主成分

可以用来区分不同酿造程度的蜂蜜。由图３（ａ）可知，不同酿

造程度的蜂蜜分布在主成分分析得分图上的不同区域，说明

理化指标和糖组分可以用来区分不同酿造程度的蜂蜜。由

图３（ｂ）可知，果糖、海藻糖、葡萄糖、麦芽酮糖在ＰＣ１对区分

不同酿造程度的蜂蜜有较大的贡献率，且呈正相关；水分含

量、蔗糖在ＰＣ１上对区分不同酿造程度的蜂蜜有较大的贡献

率，且呈负相关。吡喃葡萄糖基蔗糖、电导率在ＰＣ２上有较

大的贡献率，且呈正相关；酸度、异麦芽糖在ＰＣ２上有较大的

贡献率，且呈负相关。

图３　不同酿造程度蜂蜜的主成分分析

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎｏｆｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌｐａｒａｍｅｔｅｒｓａｎｄ

ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅｓｏｆｈｏｎｅｙｓａｍｐｌｅｓｏｎｔｈｅｆｉｒｓｔｔｗｏ

ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

３　结论
　　本试验采用高效液相色谱法（ＨＰＬＣ—ＥＬＳＤ）在不同酿

造程度的蜂蜜中共分离到９种糖分，而且这些糖组分的含量

各不相同，说明蜂蜜在酿造过程中发生的生化反应主要是各

种糖组分的转化和合成。通过主成分分析（ＰＣＡ）可得，海藻

糖、麦芽酮糖、吡喃葡萄糖基蔗糖可以作为鉴别不同酿造程

度蜂蜜的特征性指标，这为评价蜂蜜品质以及蜂蜜真伪鉴别

提供了化学成分上的依据，比常规理化指标更可靠、深入；也

（下转第１０４页）
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横坐标，峰面积为纵坐标，得曲线方程为狔＝１４０２７狓（狉＝

０．９９９８７），因此氯化琥珀胆碱在０．５～２５０．０ｎｇ／ｍＬ浓度范

围内，线性关系良好，可用外标法定量。ＧＢ／Ｔ５００９．１—２０１３

《食品卫生检验方法 理化部分 总则》和 ＧＢ／Ｔ２７４０４—２００８

《实验室质量控制规范 食品理化检测》附录Ｆ．４对检出限的

定义为犛／犖＝３时对应样品中目标物的含量，因此，本方法

的检出限为４μｇ／ｋｇ。

２．７　回收率和精密度

　　分别称取空白样品０．５ｇ，添加３种不同浓度的氯化琥

珀胆碱，按照１．２．３进行样品前处理并上机分析，每个浓度

平行测定６次，计算回收率和精密度，见表２。结果表明，本

方法回收率高，重现性好。

表２　阴性样品加标的回收率和精密度

Ｔａｂｌｅ２　Ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓａｎｄｐｒｅｃｉｓｉｏｎｓｏｆａｄｄｉｎｇｔａｒｇｅｔｉｎ

ｎｅｇａｔｉｖｅｓａｍｐｌｅ（狀＝６）　

添加量／（μｇ·ｋｇ
－１） 平均回收率／％ 精密度（ＲＳＤ）／％

５ １０３ １２．１

１５ ９６ ８．７

５０ ９８ ６．３

２．８　样品检测情况

　　利用该方法检测了送检的４４个狗肉样品，其中，４个样

品未检出，其余样品的检出量为０．００４～４０．０００ｍｇ／ｋｇ。另

外，研究还检测了４个送检的飞镖，检出量为３１～６８ｍｇ／个。

因此，本方法可以用于检测畜肉和飞镖中的氯化琥珀胆碱。

３　结论
　　本试验通过仪器条件的建立、样品前处理的考察以及实

际样品的检测，建立了狗肉中氯化琥珀胆碱的液相色谱串联

质谱法。该方法选择性好，回收率高，测定过程简便快速，适

用于狗肉中氯化琥珀胆碱的快速检测。但本试验存在较强

的基质抑制作用，一定程度上影响了本方法的灵敏度，可以

考虑通过改善固相萃取方式或改善色谱条件，从而降低基质

抑制作用，进一步提高本方法的检测灵敏度。
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可以为遏制蜂蜜市场以次充好、以假乱真、掺假造假等混乱

现象的出现提供一定的参考和指导。在今后的研究中，可以

更深入地探索蜂蜜从蜜源花期开始到结束全过程的糖组分

变化规律。
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