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超高效液相色谱-串联质谱法检测蜂蜜中的内源性酚

酸和黄酮类物质 
 

宿书芳，薛霞，公丕学，孙珊珊，付冉，张然，刘艳明，祝建华 
（山东省食品药品检验研究院，山东济南 250101） 

摘要：本研究建立了超高效液相色谱-串联质谱法测定蜂蜜中 18 种内源性酚酸、黄酮类物质检测方法。样品经盐酸水溶液提取，

HLB 固相萃取柱净化，采用 Acquity UPLC HSS T3(2.1*100 mm，1.8 μm)色谱柱进行分离，以乙腈-10 mmol/L 醋酸铵溶液为流动相进

行梯度洗脱，电喷雾电离，负离子多反应监测模式检测，外标法定量。实验结果表明，所建立的方法线性范围宽，能适用于各类蜂蜜

中酚酸、黄酮类物质的定量分析。各物质线性关系良好，相关系数(r2) ≥ 0.991；各分析物检出限在 20~200 μg/kg 之间，加标回收率范

围为 69.2%~94.1%，RSD 为 0.9%~9.5%。通过对 150 批次天然成熟蜂蜜、市售洋槐蜜及以不同比例（20%、40%、60%、80%）糖浆

混合的洋槐蜜进行检测，发现不同蜜源蜂蜜中，酚酸、黄酮的种类与含量差异较大。其中，枣花蜜中阿魏酸平均含量最高，为 550 µg/kg；

洋槐蜜中芹菜素平均含量最高，含量为 3910 µg/kg；咖啡酸在荆条蜜含量最高，为 1721 µg/kg；糖浆掺假蜂蜜中目标物含量明显低于

真正蜂蜜。该方法前处理操作简便、分析速度快、准确度高，可用于蜂蜜中多种内源性酚酸、黄酮类物质的同时测定。该方法为通过

检测不同蜜源中酚酸及黄酮类物质含量建立蜂蜜指纹图谱，提供技术参考。 
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Determination of Endogenous Phenolic Acids and Flavonoids in Honey by 

UPLC/MS/MS 
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(Shandong Institute for Food and Drug Control, Ji’nan 250101, China) 
Abstract: In this study, an analysis method using ultra-high performance liquid chromatography-tandem quadrupole mass spectrometry 

(UPLC-MS/MS) was developed for the determination of 18 endogenous phenolic acids and flavonoids in honey. The honey samples were 

extracted with an aqueous hydrogen chloride solution and purified with a Hydrophilic-Lipophilic-Balanced (HLB) column, and then separated 

on a high strength silica (HSS) T3 column and eluted with the mobile phase of acetonitrile-10 mmol/L ammonium acetate in a gradient mode, 

and analyzed by mass spectrometry in negative ion multiple reaction monitoring mode and using external standards. The obtained results 

showed that the established method exhibited a wide linear range and can be used for quantitative analysis of phenolic acids and flavonoids in 

various types of honey: A good linear relationship was found with a correlation coefficients (r2) not lower than 0.991. The detection limits for  

all the analytes ranged in 20~200 μg/kg, with the spike recoveries in the range of 69.2%~94.1% and relative standard deviations in the range of 

0.9%~9.0%. It was found that the types and variations of phenolic acids and flavonoids in different honey sources differed largely, through 

analyses of 150 batches of natural mature honey, commercial acacia honey, and acacia honey blended with different proportions (20%, 40%, 

60% and 80%) of syrup: the average content of ferulic acid in jujube nectar was the highest (550 μg/kg), the average content of apigenin in 

acacia honey was the highest (3910 μg/kg), and the content of caffeic acid in Vitex honey was the highest (1721 μg/kg), with the contents of the 

target compounds in the honey adulterated with syrup significantly lower than those in real honey. This analysis method exhibited advantages of 

simple pretreatment, high analysis speed and high accuracy, and can be used for simultaneous determination of various endogenous phenolic 

acids and flavonoids in various honeys. This method provides a technical reference for the establishment of honey fingerprints by comparing the 

contents of the phenolic acids and flavonoids in different samples.  
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蜂蜜是指蜜蜂采集植物的花蜜、分泌物或蜜露，

与自身分泌物混合后，经充分酿造而成的天然甜物质。

蜂蜜中除了含有葡萄糖和果糖等糖类物质外，还含有

丰富的氨基酸、蛋白质、矿物质及酚酸、黄酮等生物

活性物质[1]，使蜂蜜具有抗氧化、抗菌和抗炎等功效，

国内和国际市场对蜂蜜的需求量也不断扩大。 
近年来，受蜂蜜产量、价格及检测标准滞后等因

素的影响，不少商贩采用各种掺假手段生产低质量蜂

蜜，甚至假蜂蜜，以赚取高额利润。掺假蜂蜜极大损

害了蜂农、消费者和正规蜂蜜生产企业的利益，严重

影响了蜂蜜产品的市场秩序和我国蜂蜜的出口贸易
[2]。为提高蜂农的生产积极性、维护蜂蜜市场秩序，

促进我国蜂蜜产业的健康发展，建立一套灵敏、高效、

准确的蜂蜜掺假鉴定方法，尤其是蜂蜜中内源性成分

的分析方法，对蜂蜜的掺伪鉴别具有重要的意义与价

值。 
酚酸、黄酮类物质是一类苯环上有若干个酚性羟

基的化合物，多为植物的次生代谢产物，具有抗氧化、

抗自由基等广泛的生理活性[3]。不同种类的蜂蜜，其

酚酸类物质的含量及种类差别较大[4,5]。常见的酚酸、

黄酮的测定方法有高效液相色谱法[5~8]、液相色谱质谱

联用法[9~11]和紫外分光光度法[12]等。孙崇臻等[5]建立

了蜂蜜中没食子酸、咖啡酸等 14 种多酚的高效液相色

谱测定方法。但该方法需要的样品量较大，前处理净

化过程复杂，分析时间较长。本研究建立了蜂蜜中咖

啡酸、对香豆酸和没食子酸等 18 种酚酸、黄酮类物质

的高效液相色谱串联质谱测定方法，样品采用 HLB
固相萃取柱净化，超高效液相色谱串联质谱定性定量，

仅需 13 min，便可完成 18 种目标物的分析，大大缩

短了分析时间，非常适合批量样品的分析与鉴别。利

用该方法对实际蜂蜜样品进行检测，并将枣花蜜、洋

槐蜜、荆条蜜、糖浆及糖浆掺假蜂蜜的测定结果做了

汇总比较，为蜂蜜掺伪鉴别提供数据基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

没食子酸（gallic acid）、咖啡酸(caffeic acid)、阿

魏酸(ferulic acid)、芦丁(rutin)、槲皮素(quercetin)、柚

皮素 (naringenin) 、木犀草素 (luteolin) 、山奈酚

(kaempferol) 、 芹 菜 素 (apigenin) 、 原 儿 茶 酸

(protocatechuic acid) 、 二 甲 氧 基 肉 桂 酸

(dimethoxycinnamic acid)、染料木素(genistein)、绿原

酸(chlorogenic acid)、表儿茶素(epicatechin)、丁香酸

(syringic acid)、对香豆酸(p-coumaric acid)、儿茶精

(catechinic acid)、杨梅酮(myricetin)均购自美国 sigma
公司；甲醇、乙腈（美国 Fisher 公司，色谱纯），其它

试剂均为分析纯。 
标准物质储备液除芹菜素外，其它 17 种化合物均

用甲醇溶解，配制成浓度为 1 mg/mL 的标准储备液。

芹菜素则在配制过程中，需先加入 0.5 mL pH=10 的氢

氧化钠溶液，使目标物溶解，再用甲醇定容，配制得

到 1 mg/mL 的标准储备液。 

1.2  主要仪器设备 

TQS 超高效液相色谱-串联四极杆质谱联用仪，美

国 Waters 公司；Milli-Q 超纯水机，美国 Millipore 公

司；超声波清洗器，宁波新芝生物科技有限公司；电

子分析天平，北京赛多利斯仪器系统有限公司；HLB
固相萃取柱（60 mg，3 mL），美国 waters 公司。 

1.3  方法 

1.3.1  样品采集 
天然成熟蜂蜜（枣花蜜、洋槐蜜、荆条蜜各 50

批次）均购自当地蜂农，并于 4 ℃冰箱中保存。市售

洋槐蜜购自当地大型超市。高果淀粉糖浆由保龄宝生

物科技有限公司赠送。  
1.3.2  样品处理 
1.3.2.1  提取 

称取样品 5 g(精确至 0.01 g)，加入 15 mL 0.01 
mol/L盐酸水溶液，涡旋使样品充分溶解，超声30 min，
待净化。 
1.3.2.2  净化 

将样品处理液转移至事先经 5 mL 甲醇，10 mL 
0.01 mol/L HCl 活化的 HLB 固相萃取小柱，待样品全

部滴尽，用 5 mL 水淋洗，抽干小柱，再用 10 mL 甲

醇洗脱，洗脱液于 35 ℃氮吹至近干，用 1 mL 1+1（体

积比）甲醇水溶液复溶，经 0.22 μm 有机滤膜过滤，

待上机测定。 
1.3.3  色谱质谱条件 
1.3.3.1  色谱条件 

色谱柱：Acquity UPLC HSS T3(2.1*100 mm，1.8 
μm)；流动相 A：乙腈；流动相 B：10 mmol/L 醋酸铵

溶液；流速：0.3 mL/min，梯度洗脱程序：0~1 min，
A 为 5%；1.0~7.0 min，A 由 5%线性变化至 70%，7.1 
min，A 为 100%，保持 3 min，10~13 min，以初始比
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例平衡色谱柱；柱温：40 ℃；进样体积 5 μL。 
1.3.3.2  质谱条件 

表1 18种目标物质谱参数及保留时间 

Table 1 Mass spectrometric acquisition parameters and the 

retention time of 18 compounds  

No. compound 
Qualitative 

ion pairs (m/z) 

CE/

ev 
channel

tR,/ 

min 

1 
Protocatechuic 

acid 

152.8>81.0 20 
1 1.02

152.8>108.6 15 

2 Gallic acid 
169.0>78.8 19 

1 0.82
169.0>125.0 15 

3 Chlorogenic 
acid 

352.8>84.7 40 
1 2.49

352.8>190.8 20 

4 
p-Coumaric 

acid 

163.0>93.0 25 
2 3.40

163.0>119.0 15 

5 Caffeic acid 
180.0>118.0 25 

2 2.48
180.0>136.0 15 

6 Ferulic acid 
193.0>134.0 15 

2 3.73
193.0>178.3 15 

7 Syringic acid 
197.0>121.0 15 

2 2.16
197.0>138.0 15 

8 Epicatechin 
288.8>203.0 20 

2 3.44
288.8>245.0 15 

9 Catechinic acid 
289.0>123.0 30 

2 3.68
289.0>203.0 20 

10 Myricetin 
317.0>150.9 25 

2 4.75
317.0>179.0 20 

11 Rutin 
608.9>272.0 58 

2 3.93
608.9>301.0 40 

12 Dimethoxycinn
amic acid 

206.8>103.0 10 
3 4.74206.8>163.0 10 

13 Genistein 
269.0>133.0 36 

3 5.77
269.0>159.0 29 

14 Apigenin 
269.2>117.2 30 

3 5.72
269.2>151.0 24 

15 Naringenin 
270.8>107.2 20 

3 5.76
270.8>151.2 20 

16 Kaempferol 

285.0>92.9 35 

3 5.83285.0>229.0 20 

285.0>257.0 20 

17 Luteolin 
285.0>174.8 25 

3 5.25
285.0>229.8 20 

18 Quercetin 
300.8>150.8 22 

3 5.30
300.8>178.5 18 

电离模式：电喷雾电离，负离子模式；毛细管电

压：2.5 kV；锥孔电压 36 V；离子源温度：150 ℃；

脱溶剂气温度：550 ℃；脱溶剂气流量：800 L/H；锥

孔气流量：150 L/H；碰撞气流速：0.15 mL/min。在

优化的质谱条件下，各组分的母离子、子离子及碰撞

能等参数见表 1。 

2  结果与讨论 

2.1  样品提取剂的选择 

对于食品中酚酸的测定，文献[13~15]采用水、乙酸

乙酯、丙酮-水等溶液对样品进行提取。本方法若采用

乙酸乙酯、丙酮等有机溶剂提取，提取后需经氮吹除

去大部分有机溶剂，才能进行下一步的SPE净化操作，

步骤繁琐；而若直接以水为提取剂，其操作方便，省

时且绿色环保。考虑到被分析目标物多为有机弱酸，

为避免其在中性水溶液中发生解离，实验采用 0.01 
mol/L 盐酸溶液作为样品提取剂。 

2.2  液相色谱条件的优化 

2.2.1  色谱柱 
被分析组分大多含有酚羟基和羧基，分子的极性

较强，在反相 C18 色谱柱上保留较弱，极易受杂质组

分的干扰。实验大多通过降低流动相中有机相的比例

来增强极性组分的保留。但是，流动相中水相的提高，

得到稳定的雾化所需电压就更高，在负离子电离模式

下，易导致放电，影响离子源的雾化效率，降低目标

物灵敏度。因此，仅通过改善流动相的比例并不能达

到较好的分离效果，选择合适的色谱柱更为关键。实

验比较了 BEH C18，RP Shield C18 和 HSS T3 色谱柱

对被分析组分的色谱保留情况，以保留时间最短的没

食子酸为例（表 2），BEH C18 与 RP Shield C18 两种

色谱柱，对极性较强的没食子酸，基本无保留，保留

时间为 0.58~0.60 min；而 HSS T3 色谱柱，其保留机

理主要是基于填料表面的硅羟基与目标物之间的氢键

作用力，使得该色谱柱对极性小分子呈现良好的保留

特性，从而减少了部分共流出物对目标物的基质干扰。

而且该色谱柱能耐受高比例的水相流动相，更有利于

水溶性极性化合物的保留。综合考虑，选择以高强度

硅胶为基质的 HSS T3 色谱柱为分析色谱柱。 
2.2.2  流动相 

实验考察了甲醇-水、乙腈-水、乙腈-10 mmol/L
的乙酸铵溶液作为流动相的色谱分离效果。结果表明，

以乙腈-10 mmol/L 的乙酸铵溶液作为流动相，被分析

组分的离子化效率较高，信号较强（见表 2），且没食
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子酸、绿原酸等弱酸性组分的色谱峰拖尾现象得到有

效地改善，提高了方法灵敏度。因此选择乙腈-10 
mmol/L 的乙酸铵作为流动相。洗脱模式为梯度洗脱。

根据各组分的保留时间，优化流动相洗脱梯度，以减

少共流出物对目标组分的色谱峰的干扰。优化的流动

相条件见 1.3.3.1。在优化的色谱、质谱条件下，18 种

目标分析物的 MRM 色谱图如图 1 所示。 

 
图1 18种目标物混合标准溶液的多反应监测离子流色谱图 

Fig.1 MRM chromatogram of 18 mixed analytes standard 

solution 

2.3  SPE条件的优化 

蜂蜜成分复杂，且含有大量的糖类，为保证仪器

响应灵敏度，有必要将样品净化，以减少杂质对色谱

柱及质谱离子源造成污染。根据待分析化合物的性质，

实验选用 C18 及 HLB 固相萃取柱对样品进行净化处

理。通过比较，两种净化柱在净化效果上差异不大，

但由于 HLB 固相萃取柱采用特殊的聚合物吸附剂，

所耐受的 pH 范围为 pH 0~14，更适合酸性蜂蜜提取液

的净化处理。因此实验采用 HLB 柱为样品净化柱。

实验以水作为淋洗液，除掉蜂蜜中的果糖、葡萄糖等

糖类物质，再用纯甲醇将被分析物洗脱，经过氮气吹

干浓缩，从而达到净化富集的目的。 

2.4  标准曲线和检出限 

在优化的色谱质谱条件下，将 18 种目标物混合标

准系列溶液依次注入色谱仪，以质量浓度为横坐标，

各化合物的定量离子峰面积为纵坐标，绘制标准曲线。

结果显示，18 种目标物线性关系良好，相关系数(r2)
均不低于 0.992。以峰高 3 倍信噪比处对应的浓度，作

为方法检出限，除杨梅酮、木犀草素等 4 种化合物检

出限大于 100 μg/kg，其它化合物检出限均低于 50 
μg/kg（结果见表 3）。 

2.5  添加回收率、精密度 

以洋槐蜜为例，由于被分析组分的灵敏度不尽相

同，且在洋槐蜜中的本底含量存在差异，所以选取浓

度水平 500 μg/kg 为加入量，并平行测定 6 次，考察

方法回收率和精密度。结果汇总见表 3。 
由表 3 可知，18 种目标物回收率范围为

69.2%~94.1%，其中，芹菜素、染料木素等 4 种化合

物的添加回收率不足 80%，可能是由于基质共流出物

抑制了目标物的电离，使得实际到达四极杆质量分析

器的目标离子数量，大大低于理论值，回收率下降。

从精密度数值看，各组分的 RSD 均小于 10%，方法

重现性较好。

表2 色谱柱及流动相对没食子酸的保留时间及信号强度的影响 

Table 2 The relationship of column and mobile phase to the retention time and the signal intensity 

column 
Mobile phase 1a Mobile phase 2b Mobile phase 3c

tR, min Area tR, min Area tR, min Area 

BEH C18 column 0.57 1.14e5 0.55 2.32e5 0.57 5.02 e5 

RP Shield C18 column 0.58 1.03e5 0.59 2.78 e5 0.59 4.66 e5 

HSS T3 column 0.79 1.23e5 0.81 3.49 e5 0.82 5.27 e5 

注：a-甲醇-水；b-乙腈-水；c-乙腈-10 mmol/L 的乙酸铵溶液。 

表3 18种目标物线性方程、检出限、回收率及精密度 

Table 3 The linear equations, LODs, spiked recoveries of 18 compounds in blank samples and RSDs (n=6) 

No. Compound Linear Equation r2 Linear Range/(ng/mL) LOD/(μg/kg) RSD/% Average recovery/%

1 Protocatechuic acid y=4.54e4x+6.92e2 0.998 2~2000 20 8.9 73.2 

       转下页
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2 Gallic acid y=2.14e4x+3.62e3 0.991 2~2000 20 7.3 75.6 

3 Chlorogenic acid y=3.58e4x+1.76e3 0.997 2~2000 20 6.7 88.6 

4 p-Coumaric acid y=1.17e4x+6.74e2 0.992 5~2000 50 9.5 80.7 

5 Caffeic acid y=1.42e4x+6.21e3 0.999 5~2000 50 9.0 84.1 

6 Ferulic acid y=5.29e4x+3.70e2 0.998 2~2000 20 6.6 90.6 

7 Syringic acid y=3.15e4x+6.52e3 0.991 2~2000 20 2.1 92.3 

8 Epicatechin y=7.48e4x+9.47e3 0.995 2~2000 20 0.9 94.1 

9 Catechinic acid y=9.85e4x+1.24e2 0.991 2~2000 20 1.5 91.4 

10 Myricetin y=1.87e4x-2.17e2 0.993 10~2000 100 7.5 80.5 

11 Rutin y=5.62e4x+1.02e4 0.995 2.5~2000 25 3.5 86.8 

12 Dimethoxycinnamic acid y=2.96e4x+4.25e2 0.994 5~2000 50 8.0 79.2 

13 Genistein y=8.68e3x+2.57e3 0.997 10~2000 100 9.0 76.8 

14 Apigenin y=1.48e4x-1.24e2 0.998 5~2000 50 8.1 69.2 

15 Naringenin y=1.95e4x+6.57e3 0.991 5~2000 50 4.2 84.5 

16 Kaempferol y=8.12e4x+1.2e4 0.994 2~2000 20 5.5 83.7 

17 Luteolin y=6.78e3x+2.31e4 0.992 10~2000 100 6.5 79.5 
18 Quercetin y=4.24e3x-4.5e4 0.999 20~2000 200 8.7 91.6 

表4 不同蜂蜜中酚酸、黄酮类物质的平均含量比较 

Table 4 Comparation of average content results of the phenolic acids and flavonoids compounds in different honey samples 

No. Compound 

Average content/(μg/kg) 
Chinese data 

honey 

acacia 

honey

chaste 

honey 
Sample 1 Sample 2 Sample 3 

Sample 

4 
Sample 5

1 Protocatechuic acid 156 - 60 - - - - - 

2 Gallic acid - 90 110 130 85 40 - - 

3 Chlorogenic acid 57 5564 - 2342 871 560 147 3654 

4 p-Coumaric acid - 402 220 285 266 150 59 559 

5 Caffeic acid 400 80 1721 62 - - - 73 

6 Ferulic acid 550 110 - 92 74 58 35 70 

7 Syringic acid - 305 80 268 154 110 72 246 

8 Epicatechin 255 - - - - - - - 

9 Catechinic acid - - - - - - - - 

10 Myricetin 425 - 235 - - - - - 

11 Rutin 163 108 330 74 45 - - 56 

12 Dimethoxycinnamic acid 80 125 200 90 63 40 - 221 

13 Genistein 90 165 - 170 148 130 100 154 

14 Apigenin 300 3910 289 3687 2951 2400 1765 2708 

15 Naringenin 120 78 - - - - - 60 

16 Kaempferol 175 - 80 - - - - - 

17 Luteolin 100 844 600 826 759 678 600 830 

18 Quercetin - - 125 - - - - - 

注：1.“-”代表未检出；2.sample 1~4 分别为含糖浆量 20%，40%，60%，80%的洋槐蜜；3.sample 5 为市售洋槐蜜。 

2.6  方法应用 

利用该方法对 150 批次天然成熟蜂蜜、市售洋槐 蜜及以不同比例（20%、40%、60%和 80%）糖浆混



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2018, Vol.34, No.8 

265 

合的洋槐蜜进行检测，对不同蜂蜜中酚酸及黄酮类物

质的含量进行了汇总整理（详见表 4），根据测定结果： 
（1）不同蜂蜜中目标物的组成及含量存在明显的

差异，这主要与蜜源植物花粉本身有关。其次，不同

蜂蜜厂家的生产工艺的不同也可能会导致样品中酚酸

含量的差异。在检出的目标成分中，阿魏酸在枣花蜜

中的平均含量最高，为 550 µg/kg；洋槐蜜中平均含量

最高的为芹菜素，平均含量为 3910 µg/kg；咖啡酸在

荆条蜜中平均含量最高，为 1721 µg/kg。 
（2）糖浆中未检测到任何的酚酸与黄酮类物质，

而对于糖浆掺假蜂蜜，随着糖浆比例的增大，各目标

组分的含量逐渐降低，市售蜂蜜中目标物的含量大多

优于糖浆掺假蜂蜜。 
（3）不同蜂蜜的色谱图比较（以第 2 通道为例），

如图 2，其中图(a)、图(b)分别为真正蜂蜜，色谱图中

呈现的色谱峰个数较多，而图(c)和图(d)，由于不含或

仅含少量蜂蜜，其色谱峰信息明显较少。通过比较各

质谱图的差异，可以实现糖浆及掺假蜂蜜的鉴别。 

 
图2 实际样品（a）枣花蜜；（b）洋槐蜜；（c）糖浆；（d）20%

糖浆掺假洋槐蜜测定总离子流图 

Fig.2 TIC chromatograms of different honey samples (a) date 

honey; (b) acacia honey; (c)syrup and (d) 20% molasses 

adulterated honey 

3  结论 

本文针对目前造假蜂蜜中普遍使用糖浆及劣质蜂

蜜，以及缺乏准确有效的检测方法，难以对市场进行

有效监管的问题，建立了高效液相色谱-串联质谱法同

时测定蜂蜜中内源性酚酸、黄酮的分析方法。样品经

提取溶剂提取，HLB 固相萃取柱净化，超高效液相色

谱串联质谱法测定，可同时完成 18 种目标物的定性定

量分析。该方法操作简单、专属性好、准确性高，可

用于掺假蜂蜜的快速鉴别检测。方法的实施对推动行

业科技进步、规范蜂产品市场、保障消费者合法权益

以及促进我国蜂产品事业的健康发展具有重要意义。 
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