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蜂蜜中 5-羟甲基糠醛标准物质的研制 

苏福海* 
(中国计量科学研究院, 北京  100029) 

摘  要: 目的  研制蜂蜜中 5-羟甲基糠醛(5-Hydroxymethylfurfural, 5-HMF)国家级标准物质。方法  通过对经

筛选的原料进行目标浓度候选物的制备, 然后以优化后的液相色谱法和同位素稀释质谱法, 对目标蜂蜜中的

5-羟甲基糠醛的含量进行准确测定, 在完成均匀性和稳定性实验的基础上, 进行了不确定度评定。结果  本标

准物质系列包括 3 个浓度水平的标准物质(11.0、27.2 和 67.3 mg/kg), 扩展不确定度为 1.0~4.2 mg/kg。研制的

蜂蜜基体标准物质已被批准为国家一级标准物质(GBW10080-10082), 并应用于实际的检测中。结论  该定值

方法可用于蜂蜜中 5-羟甲基糠醛检测中分析方法的评价、分析过程的质量控制及实验室能力考核。 
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Preparation of 5-hydroxymethylfurfural in honey 

SU Fu-Hai* 
(National Institute of Metrology of China, Beijing 100029, China) 

ABSTRACT: Objective  To develop the national reference materials 5-Hydroxymethylfurfural in honey (5-HMF). 

Methods  Through the preparation of the target concentration of the selected raw materials, the content of 

5-hydroxymethylfurfural in the honey was accurately determined by optimized liquid chromatography and isotope 

dilution mass spectrometry. After the homogeneity and stability testing, the uncertainty were evaluated. Results  
This reference material series included 3 concentration levels of reference materials (11.0, 27.2 and 67.3 mg/kg), and 

the expanded uncertainty was 1.0-4.2 mg/kg. The CRMs had been approved as CRM (GBW10080-10082) and had 

been applied in the detection of honey. Conclusion  This method can be used for the evaluation of analytical 

method, the quality control of analysis process and the assessment of laboratory ability in the detection of 5-hyd 

roxymethylfurfural in honey. 

KEY WORDS: 5-hydroxymethylfurfural; certified reference material; honey; liquid chromatography–isotope 

dilution mass spectrometry; uncertainty evaluation 
 

 
1  引  言 

蜂蜜是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[1], 作为添

加剂广泛应用于各类食品加工中, 深受消费者青睐[2,3]。5-
羟甲基糠醛的含量是研究蜂蜜在加工贮藏过程中质量发生

变化的一个重要参数, 是衡量其质量优劣的一项重要指标

之一[4,5]。食用含过多糠醛的蜂蜜可能会对人体健康造成伤

害, 可能导致突变和引起 DNA 链断裂[6]。我国新颁布的行

业标准 GHT 18796-2012《蜂蜜》[7]中规定, 蜂蜜中 5-羟甲

基糠醛含量要求小于 40 mg/kg。新鲜纯正的蜂蜜不含 5-羟
甲基糠醛, 但随着贮存时间的延长, 蜂蜜中的六碳糖, 主
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要是葡萄糖和果糖, 在酸性条件下就会部分脱水生成 5-羟
甲基糠醛。蜂蜜加工和贮存温度能加快 5-羟甲基糠醛生成

的速度。另外, 当蜂蜜中掺入转化糖等物质, 蜂蜜中也容

易产生 5-羟甲基糠醛。此外, 蜂蜜还会因为掺假而含有 5-
羟甲基糠醛[8]。 

为保证检测结果具有溯源性、可比性和准确性, 研
制和使用蜂蜜中 5-羟甲基糠醛标准物质是迫切需要的。

该标准物质的成功研制有着极其重大的社会效益和经

济效益。根据标准物质相关标准 JJF 1342-2012《标准物

质研制(生产)机构通用要求》[9]和 JJF 1343-2012《标准

物质定值的通用原则及统的原理》[10]以及其他标准物质

研制技术规范[11], 首次采用非添加的方式制备目标浓度

蜂蜜中 5-羟甲基糠醛基体标准物质, 包括 3 个浓度水平, 
覆盖 GHT 18796-2012 中规定的含量水平, 为蜂蜜的质

量控制、打击掺假提供了量值溯源的基础, 保障了测量

的准确性。 

2  材料与方法 

2.1  主要仪器与试剂 

蜂蜜为市售产品。 
Agilent 1200 液相色谱仪 (紫外检测器 )、Agilent 

LC-MS/MS 6410 液相色谱-质谱联用仪(美国 Agilent公司)。 
标准物质候选物委托厂家提供 ; 甲醇等试剂 (色谱

纯, >99.8%, 德国默克公司)。 
5-羟甲基糠醛溶液标准物质[GBW(E)100251, 中国计

量科学研究院];  
标准工作液: 分别量取适量的 5-羟甲基糠醛标准储

备液于容量瓶中, 用超纯水稀释定容至刻度线, 充分混匀

得到 0.20、1.0、2.0、4.0、6.0、10 µg/mL 的几个不同浓度

5-HMF 的标准工作液。当天新鲜配制。 
13C-5-羟甲基糠醛(99.0%, 加拿大 TRC 公司)。 
标准溶液的配制: 精确称取一定质量的 13C-5-羟甲基

糠醛标记物溶于一定质量的水溶液中, 计算浓度时应考虑

纯度标准物质的纯度, 配制成浓度为 500 mg/kg 的 13C-5-
羟甲基糠醛的标记物溶液。 

校准溶液的配制: 根据待测定的蜂蜜样品中 5-羟甲

基糠醛的大致浓度, 准确称取一定质量的 13C-5-羟甲基糠

醛标记物溶液, 然后适量加入 5-羟甲基糠醛标准溶液, 使
得校准溶液中 5-羟甲基糠醛的标准物质量与标记物质量比

分别为 0.8 和 1.2, 混匀后室温下平衡。 
蜂蜜中 5-羟甲基糠醛标准物质包括 3个不同含量水平

的样品, 涵盖范围: 10～71 mg/kg。样品采用空白蜂蜜进行

制备。这样设计的目的是为了用更多的样品, 更加科学、

客观地考察方法的可靠性, 覆盖 GHT 18796-2012 中规定

的含量水平。 

2.2  实验方法 

2.2.1  液相色谱法条件 
Agilent 1200 色 谱 柱 : Zorbax Eclipse XDB-C18      

(250 mm×4.6 mm, 5 µm); 柱温: 35 ℃; 进样量: 10 μL; 流
速: 1 mL/min; 检测波长: 284 nm; 流动相: 甲醇:水=5:95; 
0→13 min, 95%(水 ); 13.01→18 min, 20%(水 ); 18.01→   
28 min, 20%(水); 28.01→31 min, 95%(水); 31.01→40 min, 
95%(水)。 
2.2.2  液相色谱-串联质谱法条件 

色 谱 条 件 : 色 谱 柱 采 用 Eclipse Plus C18 柱       
(150 mm×2.1 mm, 5 µm); 柱温 35 ℃; 流动相为甲醇-水, 
比例控制在 3:97 等度洗脱; 流速 0.2 mL/min; 进样 5 µL。 

质 谱 条 件 : 采 用 电 喷 雾 离 子 源 (electron spray 
ionization, ESI)对样品进行离子化; 在正离子模式下进行

扫描; 毛细管电压设为 3.50 kV 传输离子; 干燥气 N2 温度

设为 350 ℃, 流速控制为 9 L/min; 喷雾器的压力为 40 psi; 
Fragmentor 参数为 80 V; 施加 2 V 的碎片裂解能; 采用多

反应离子监测(multiple reaction monitoring, MRM)方式, 标
准 5-HMF 和同位素 5-HMF 的母离子分别为 m/z 127.1 和

133.1, 选择相应的子离子 m/z 109.1 和 115.1 作为定量离子

对蜂蜜中 5-HMF 进行含量测定。 
2.2.3  标准物质制备 

标准物质研制所需的空白枣花蜂蜜样品委托厂家提

供。不同浓度水平的 5-HMF 蜂蜜是通过将空白蜂蜜恒温加

热[12-15], 通过控制加热时间来制备 3 种不同浓度水平的

5-HMF 的蜂蜜样品。待 3 种不同浓度的蜂蜜基体制备好且

保证蜂蜜样品中 5-HMF 含量均匀后按照浓度的不同分装

到棕色瓶中, 密封储存。按照国家标准物质技术规范的要

求对备用原料进行混匀、分装, 以及进行均匀性检验和稳

定性考察。制备好的样品包装在 40 mL 棕色样品瓶, 每瓶

约 30 g。 
2.2.4  均匀性研究 

从已分装好的溶液标准物质中随机抽取 11 瓶样品, 
按照 2.2.1 中的色谱条件进行均匀性检验。每瓶样品均重

复测定 3 次, 测定顺序随机, 取平均值作为测定结果, 用
方差分析法统计检验溶液标准物质的均匀性。 
2.2.5  稳定性考察 

稳定性是标准物质特性量值随时间变化的度量, 主
要与被分析物理化特性、基体特性以及保存条件等因素有

关。稳定性一般要求在一定时间内测量点不少于 5 个, 本
研究分别在第 0、1、3、6、12 个月随机抽取 3 瓶样品, 采
用与均匀性检验相同的色谱条件, 对每瓶样品平行测定 3
次, 采用趋势分析法对监测数据进行评估。 
2.2.6  定值分析 

在本标准物质的研制中, 采用高效液相色谱法(high 
performance liquid chromatography, HPLC)[16]和液相色谱–
同位素稀释-质谱法(liquid chromatography-isotope dilution 
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n-mass spectrometry, LC-ID/MS/MS) 2 种不同原理的方法

进行标准物质的定值。蜂蜜属于复杂基体样品, 样品预处

理较为复杂, 尤其是 LC-ID/MS/MS 的检测方法, 对样品溶

液的要求更高一些, 样品提取出来以后需要进一步净化、

浓缩, 为了达到高准确度、高精度的定值结果, LC-MS/MS
定值法采用同位素稀释质谱法进行。 

3  结果与分析 

3.1  均匀性检验分析 

按照 2.2.4 方法对蜂蜜中 5-羟甲基糠醛进行均匀性检

验。查表 1 得 F0.05(10,22)=2.30, 由表 1 可知, 3 个样品中蜂

蜜中 5-羟甲基糠醛的 F 值小于 F0.05(10, 22), 即在 95%置信

范围内, 研制的标准物质的量值在瓶间和瓶内不存在显著

性差异, 样品均匀性良好。 
 

表 1  匀性检验方差分析结果 
Table 1  Homogeneity test result 

 检测值 F 值 sbb/(mg/kg) 

样品 1 10.83 2.01 0.07 

样品 2 26.78 1.78 0.14 

样品 3 66.68 1.81 0.26 

 
3.2  稳定性考察检验 

按照 2.2.5 方法进行稳定性实验, 以检测时间为自变

量, 以浓度水平为因变量进行线性回归, 计算拟合直线的

斜率 β1、截距 β0、标准偏差 s、斜率不确定度 s(β1)。查表

2 得 t0.95=3.18, |β1|<t⋅s(β1), 表明直线斜率不显著, 研制的

标准物质在 12 个月内的特征量值是稳定的。 

 
表 2  稳定性考察结果 

Table 2  Stability test result 

 
拟合直线

斜率|β1| 
拟合直线

截距 β0 
直线标

准偏差 s 
斜率不确

定度 s(β1)

样品 1 0.00708 10.76 0.21 0.022 

样品 2 0.0202 26.80 0.19 0.020 

样品 3 0.0527 66.68 0.25 0.025 

 
3.3  液相色谱法前处理优化 

根据蜂蜜样品基体的性质, 分别选取水、乙腈、乙酸

乙酯 3 种溶剂对蜂蜜样品中 5-羟甲基糠醛进行提取分离, 
称取适量的蜂蜜样品, 分别加入一定量的上述 3 种溶剂, 
混匀后将上清液过膜后上机检测, 分别从它们的提取能力

及回收率两方面来评价 3 种溶剂的作用效果。 
图 1 中显示了 3 种不同溶剂提取蜂蜜样品中 5-HMF

色谱图, 从图 1 中可以直观地看出乙腈能够有目的地对

5-HMF 进行提取, 不含有其他杂质, 乙酸乙酯提取的样品

中只有目标物峰旁边存在 1 个杂质峰, 而水溶液能够完全

将蜂蜜溶解, 较多的杂质与目标物同时存在于提取液中。

从 3 种溶剂的回收率结果来看, 乙腈和乙酸乙酯的回收率

低于 60%, 而水溶液能够保证样品中 5-HMF几乎能够完全

被检测出来(10、30、70 mg/mL 加标回收率达 98%以上)。
为了能够准确对蜂蜜中 5-HMF 含量进行准确含量测定, 
选择回收率较高的水溶液作为蜂蜜中 5-羟甲基糠醛的提取

溶剂。 

 

 
 

图 1  不同溶剂的提取效果 
Fig.1  Extraction results of different solvents 

 
3.4  LC-ID/MS/MS 法前处理优化 

由于蜂蜜基体中的成分比较复杂, 用水溶解蜂蜜样

品后经液相色谱分析可知其杂质比较多, 为了防止质谱分

析仪的离子源受污染及基体的干扰, 需要进一步对蜂蜜样

品进行净化提纯。用于液质分析时常用的前处理方法为固

相萃取法, 它对目标物的提取回收率很高, 目标物能够与

杂质实现很好的分离。 
①固相萃取小柱的考察。以水作为蜂蜜样品的初始提

取溶剂, 为了进一步净化样品, 本研究采用固相萃取的方

法来达到样品净化的目的。分别考察了 3 种固相萃取柱

Waters Sep-Pak Vac C18、亲水亲脂柱(OASIS HLB)、Strata-X
反相聚合物吸附剂小柱的净化效果和回收率。其中 Waters 
Sep-Pak Vac 小柱的提取回收率最低, 其他 2 种小柱在添加

浓度 10、30、70 mg/mL 的加标回收率 90%以上, 但是通

过实验可知 OASIS HLB 小柱测得的结果重复性不好, 因
此选择回收率较高且重复性好的 Strata-X 反相聚合物吸附

剂小柱对蜂蜜进行净化分析。 
②淋洗液的选择。待样品上样后, 一些杂质会和目标

检测物一并被吸附在小柱上, 需要加入合适的溶液使其能
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够最大程度地将杂质除去但不影响到目标化合物的保留。

洗脱强度大的溶液能够尽可能将杂质去除, 但不能过大将

目标物洗脱下去, 因此在考察回收率的同时找到合适的溶

液使其净化效果比较好。实验考察了水、5%甲醇溶液、15%
甲醇溶液、30%甲醇溶液作为淋洗系统对杂质的洗脱效果。

通过比较 4 种不同比例的甲醇溶液对样品淋洗后样品色谱

图可知, 样品中的目标物出峰时间在 19 min 左右, 水溶液

淋洗样品后仍然在 8、18 和 23 min 左右处检测到杂质峰的

存在, 随着甲醇溶液体积分数的增大, 杂质的响应逐渐降

低, 15%甲醇淋洗后的样品中只有 5-HMF 能检测到, 而
30%甲醇溶液淋洗样品后测得的样品色谱图中未出现色谱

峰, 说明淋洗过程中已经将 5-HMF 和杂质完全洗脱下去。

因此只有 15%的甲醇溶液能够将干扰成分几乎全部洗脱下

去, 且不影响 5-羟甲基糠醛的保留情况, 选择它作为淋洗

液来实现杂质的去除及目标物的保留目的。 

3.5  标准值确定 

对蜂蜜中不同浓度水平的 5-羟甲基糠醛含量的测定

方法分别为高效液相色谱法和同位素稀释质谱法 2 种定值

方法。采用柯克伦(Cochran)法进行 2 组数据的等精度检验。 
采用科克伦法检验平均值间是否等精度, 根据所取

显著性水平 α, 数据组数 m, 重复测定次数 n, 查科克伦检

验临界值表, 得临界值 C(α,m,n)。 
若 C≤C(α,m,n), 表明各组数据平均值间为等精度。查

临界值表得 C(0.05,2,6)=0.8534。 
从表 3 中可以看出, C≤C(0.05,2,6), 因此 2 组数据是等

精度的, 标准值采用 2 组数据的平均值。 

3.6  不确定度评定 

本标准物质采用不同原理的 2 种方法进行定值, 标准

值为 2 种定值方法的平均值, 定值结果的不确定度由 3 部

分组成, 分别为: 标准物质的不均匀性引入的不确定度; 
标准物质的不稳定性引入的不确定度; 标准物质的定值过

程带来的不确定度。 
3.6.1  LC-IDMS/MS 方法定值不确定度评定(记为 uIDMS) 

结果不确定度由以下 2 部分组成: 测量重复性引入的

不确定度 uA(A 类标准不确定度)和称量等过程引入的不确

定度 uB。 
(1)A 类不确定度 
色谱仪器的稳定性、面积测量的重复性, 溶液浓度和

进样体积的差异等对测量结果造成的误差均体现在测量重

复性中, 由 6 次测量结果的相对标准偏差表示。 
(2)B 类标准不确定度 
在测试过程中内标的真实浓度是被约掉的, 5-羟甲基

糠醛的测定值只受配制校准溶液时内标溶液的称量值(m)
影响, 与内标的真实含量无关, 故标记 5-羟甲基糠醛内标

溶液的真实浓度的不确定度, 对结果无影响, 不计算标记

5-羟甲基糠醛内标溶液引入的不确定。B 类标准不确定度

包括: 5-羟甲基糠醛校准溶液配制引入的不确定度、样品称

量引入的不确定度、样品中添加标记 5-羟甲基糠醛内标引

入的不确定度和提取、净化过程回收率所产生的不确定度

4 部分组成。 
3.6.2  LC 方法定值不确定度(记为 uLC) 

(1)A 类不确定度 
色谱仪器的稳定性、面积测量的重复性, 溶液浓度和

进样体积的差异等对测量结果造成的误差均体现在测量重

复性中, 由 6 次测量结果的相对标准偏差表示。 
(2)B 类标准不确定度 
高效液相色谱法对蜂蜜中不同浓度的 5-羟甲基糠醛

进行含量测定时采用的是外标法即标准曲线法, 许多因素

都会给 5-HMF 含量的定值结果引入不确定度。 
其中配制校准溶液时所使用的 5-羟甲基糠醛溶液标

准物质的不确定度引入的 u1=ustd; 样品称量引入的不确定

度; 样品处理过程中容量瓶定容时引入的不确定度; 回收

率引起的不确定度。 
3.6.3  均匀性差异带来的不确定度(ubb) 

均匀性研究采用单因素方差分析进行了研究, 表明

样品均匀性良好。因此, 以单因素方差分析结果计算均匀

性引入的不确定度, 用方差分析法进行计算。 
用单因素方差分析法进行均匀性评估, 此时均匀性

标准偏差 

 
表 3  蜂蜜中 5-羟甲基糠醛含量的定值结果 

Table 3  Certifiecation result of 5-HMF in honey 

 样品 1/(mg/kg) 样品 2/(mg/kg) 样品 3/(mg/kg) 

方法 HPLC LC/MS/MS HPLC LC/MS/MS HPLC LC/MS/MS 

量值 10.79 11.13 26.82 27.57 66.73 67.80 

RSD 2.23 1.39 2.14 1.72 2.03 1.56 

C 0.72 0.61 0.63 

均值 11.0 27.2 67.3 
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式中: sbb 为瓶间标准偏差; 2
1s 为组间方差; 2

2s 为组内方差; 

n 为组内测量次数。 

如果 2 2
1 2s s , 在这种情况下, sbb 等同于瓶间不均匀性

导致的不确定度分量 ubb, 则相对不确定度为 bbs c 。 

3.6.4  稳定性带来的不确定度(us) 
稳定性引入的不确定度根据公式计算 us=t*s(β1)。 
s(β1)-稳定性检测数据拟合直线斜率的相对标准不确

定度。 

t-给定的保存期限 
3.6.5  不确定度合成 

上述的不确定度分量进行量化计算, 并对其分量进

行合成。结果见表 4。 

将上述各不确定度分量合成得标准物质总不确定度

和扩展不确定度(k=2), 结果见表 5。 

4  结  论 

本研究以 2 种不同原理的高准确度方法测量结果的

平均值作为标准物质的定值结果。本标准物质研制技术路

线、样品制备及定值方法的选择充分考虑了目前国内外相

关限量要求和检测方法特点。均匀性和稳定性良好, 标准

值确定及不确定度评定合理, 符合国家一级标准物质技术

规范要求。本标准物质系列包括 3 个浓度水平的标准物质

(11.0、27.2 和 67.3 mg/kg, 扩展不确定度为 1.0~4.2 mg/kg), 
可用于蜂蜜中 5-羟甲基糠醛检测中分析方法的评价、分析

过程的质量控制及实验室能力考核。 
 

表 4  标准物质不确定分量 
Table 4  Uncertain components of CRM 

 uIDMS uLC ubb us 合成相对不确定度

样品 1 1.81 3.23 0.65 0.24 3.8 

样品 2 2.00 2.76 0.52 0.09 3.5 

样品 3 1.86 2.41 0.38 0.045 3.1 

 
表 5  标准物质不确定评估结果 

Table 5  Uncertainty result of CRM 

编号 相对合成标准不确定度 相对扩展不确定度(k=2) 标准值/(mg/kg) 合成不确定度/(mg/kg) 扩展不确定度(k=2)/(mg/kg)

样品 1 3.8 7.6 11.0 0.5 1.0 

样品 2 3.5 6.9 27.2 1.0 2.0 

样品 3 3.1 6.2 67.3 2.1 4.2 
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“果蔬加工和质量安全控制”专题征稿函 

 
 
我国是果蔬生产大国,水果蔬菜的总产量在世界名列前茅, 果蔬产品也成为我国较好的经济来源之一。蔬

菜、水果等农产品的质量安全越来越受到全社会关注, 在生产阶段和加工、包装、储运等采后阶段进行质量

安全风险控制显得越来越必要和紧迫。  

鉴于此, 本刊特别策划了“果蔬加工和质量安全控制”专题, 由郑州轻工业学院纵伟教授担任专题主编。

专题将围绕(1)果蔬加工过程质量安全识别控制; (2)果蔬生产过程质量安全朔源控制; (3)果蔬产后处理与贮运

过程质量安全控制。或您认为本领域有意义的问题综述及研究论文均可, 专题计划在 2020 年 12 月出版。  

本刊主编国家风险评估中心吴永宁研究员与专题主编纵伟教授及编辑部全体成员特邀请有关食品领域

研究人员为本专题撰写稿件, 综述、研究论文和研究简报均可。请在 2020 年 11 月 20 日前通过网站或 E-mail

投稿。我们将快速处理并经审稿合格后优先发表。  

同时烦请您帮忙在同事之间转发一下, 希望您能够推荐该领域的相关专家并提供电话和 E-mail。再次感

谢您的关怀与支持！ 

投稿方式(注明专题果蔬加工和质量安全控制):  

网站: www.chinafoodj.com(备注: 投稿请登录食品安全质量检测学报主页-作者 

登录-注册投稿-投稿栏目选择“2020 专题: 果蔬加工和质量安全控制”) 

邮箱投稿: E-mail: jfoodsq@126.com(备注: 果蔬加工和质量安全控制专题投稿) 

《食品安全质量检测学报》编辑部 
 


