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高效液相色谱-四级杆/静电场轨道肼高分辨率质谱
检测蜂蜜中的 4-甲基咪唑和 2-甲基咪唑 

刘  芸 1*, 丁  涛 1, 费晓庆 1, 沈崇钰 1, 吴  斌 1, 张  睿 1, 陈  磊 1, 张晓燕 1, 谭梦茹 2 
(1. 江苏出入境检验检疫局, 南京  210001; 2. 中国药科大学药学院, 南京  210001) 

摘  要: 目的  建立高效液相色谱-四级杆/静电场轨道肼高分辨率质谱法直接测定蜂蜜中 4-甲基咪唑和 2-甲

基咪唑的方法。方法  用水溶解蜂蜜样品, 经 0.22 μm粒径的微孔膜过滤后, 采用 Agilent HILIC Plus(2.1 mm × 

100 mm, 3.5 μm)色谱柱进行分离, 以体积比为 8:2的乙腈与 5 mmol/L乙酸铵水溶液为流动相进行等度洗脱。

质谱采用正离子模式, 在质荷比(m/z)50~400 范围内通过高分辨质谱全扫描模式提取目标化合物的精确质量

数。结果  在本文建立的色谱条件下, 4-甲基咪唑(4-MI)和 2-甲基咪唑(2-MI)能够得到较好的分离, 高分辨率

质谱提取的质量准确度小于 5×10-6(5 ppm)。该方法对 4-MI 的检测限可达 50 μg/kg, 对 2-MI 的检测限可达

25 μg/kg。两种待测物质采用外标法定量, 线性良好, 相关系数均大于 0.99。通过加标验证, 在 50、100 和

150 μg/kg 三个加标水平下, 蜂蜜中 4-MI和 2-MI的平均回收率为 73.2 %~107.9 %, 相对标准偏差(RSD)小于 9.7 %。

结论  该方法样品处理过程简单, 不使用有机溶剂, 灵敏度高, 适用于任何蜜种的测定, 可以作为蜂蜜中是否掺入

焦糖色素的检测方法。利用该方法对国内外各地区 12个蜜种的 30个蜂蜜样品进行检测, 均未检出 4-MI和 2-MI。 
关键词: 高分辨率质谱; 蜂蜜; 焦糖色素; 4-甲基咪唑; 2-甲基咪唑 

Direct determination of 4-methylimidazole and 2-methylimidazole in honey 
by high performance liquid chromatography - quadrurpole/electrostatic 
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ABSTRACT: Objective  A method of high performance liquid chromatography- quadrurpole/ electrostatic 
field orbitrap high resolution mass spectrometry (HPLC-Q/qrbitrap MS) was developed to determine 
4-methylimidazole and 2-methylimidazole in honey. Methods  The honey samples were diluted with deio-
nized water, and then filtered by a polytetrafluoroethylene (PTFE) membrane with pore size of 0.22 μm. The 
analytes were separated on an Agilent HILIC Plus (2.1 mm × 100 mm, 3.5 μm) column through isocratic elu-
tion with acetonitrile and 5 mmol/L of ammonium acetate aqueous solution (v:v, 8:2). Full scan experiments 
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were performed over the range of m/z 50~400 in positive mode to extract the accurate mass of analytes.  
Results  Under the optimal condition, 4-methylimidazole (4-MI) and 2-methylimidazole (2-MI) were well 
separated, and the accuracy of extracted mass routinely detected was below 5×10-6. The detection limits for 
4-MI and 2-MI were 50 μg/kg and 25 μg/kg, respectively. Good linearities were provided in their respective 
linear ranges with correlation coefficients higher than 0.99. The average recoveries at three spiked levels (50, 
100 and 150 μg/kg) were in the range of 73.2 %~107.9 % and the relative standard deviations (RSDs) lower than 
9.7 %. Conclusion  The proposed method was simple, on use of organic solvents, sensitive, and can therefore 
meet the requirements of the determination of caramel color in all kinds of honey. The method was applied to 
30 honey samples of 12 species from domestic and other countries. The results showed that neither 4-MI nor 
2-MI was detected. 
KEY WORDS: high resolution mass spectrometry (HRMS); honey; caramel colours; 4-methylimidazole; 
2-methylimidazole 
 
 

1  引  言 

焦糖色素又称焦糖色或酱色, 是一种浓黑褐色
粘稠物质, 有特殊的甜香气和焦苦味[1,2], 能够将被
添加物质变成棕褐色, 因而作为添加剂广泛应用于
食品工业中, 如酒类、酱油、醋、酱料、可乐饮料、
糕点、咖啡等[3]。食品工业中使用的焦糖色素大多是

葡萄糖母液为原料, 利用高压釜反应器, 采用氨法工
艺生产的, 该工艺反应中会发生不同程度的副反应, 
生成有毒物质 2-甲基咪唑(2-MI)和 4-甲基咪唑(4-MI), 
而这两种物质是影响焦糖色素安全性的重要因素
[4,5]。4-MI是一种含氮杂环化合物, 分子式为 C4H6N2, 
动物试验显示 4-MI 能导致动物产生肿瘤, 因而可能
给人体带来致癌风险[6]。同时 4-MI 也是一种神经毒
素, 动物毒理学实验表明, 4-MI能导致动物兴奋、痉
挛甚至诱发癫痫症[7]。2-MI 是 4-MI 的同分异构体, 
也属于含氮杂环类化合物 (结构式见图 1)。2-MI 不
仅具有强烈的惊阙和致癌作用, 还能诱导动物得甲
状腺肿大和甲状腺瘤[8,9]。世界卫生组织把 4-MI作为
食品中是否添加了焦糖色素的标志物, 也同时对其
含量有明确的限定, 以色率 20000 EBC单位计, 即含
量不大于 200 ppm[10]。我国国家标准 GB8817- 2001 
也对氨法生产的焦糖色素中 4-MI 的含量做出规定, 
即不得超过 0.02%, 但对于 2-MI的含量却没有限制。
由于 2-MI和 4-MI分子的极性很大, 含量很低, 因此
如何快速、准确地测定其含量, 成为目前研究的重
点。GB2760-2011中, 不管是加氨法、普通法还是亚
硫酸铵法生产的焦糖色速均禁止用于蜂蜜基质中。而

有些不法蜂蜜生产商用糖浆勾兑蜂蜜, 由于糖浆是

无色的, 为了达到色度需要, 会加入一定量的焦糖色
素; 在蜂蜜加工中, 脱抗生素的过程也会把蜂蜜颜色
脱除, 不法生产商也会加入焦糖色素调颜色。因此, 
建立蜂蜜样品中 4-MI 和 2-MI 含量的测定方法对提
高蜂蜜掺假鉴别和焦糖色素的食用安全性具有一定

的指导意义。 

 

图 1  2-MI和 4-MI的结构式 
Fig. 1  The structure of 2-MI and 4-MI 

 
目前为止, 焦糖色素及焦糖色素食品中咪唑衍

生物的测定方法有 : 高效液相色谱(HPLC)-紫外法
[11]、HPLC-质谱(MS)法[12]、二维液相色谱-紫外法[13]、

毛细管气相色谱法[14]等。本研究应用的四级杆/静电
场轨道肼高分辨率质谱仪是首台将四极杆的母离子

选择性和高分辨率精确质量 orbitrap质量分析相结合
的新型仪器, 旨在提供高度可靠的定量和定性分析, 
目前已经广泛应用于蛋白质组学、中药安全控制、代

谢组学、和食品安全领域中小分子和大分子的研究
[15-18], 但将 orbitrap 高分辨质谱用于蜂蜜中焦糖色素
的测定还未见报道。本研究充分利用高效液相色谱-
四级杆/静电场轨道肼高分辨质谱的高灵敏度和强抗
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干扰能力的特点, 能够检测到复杂混合物中更多痕
量级的污染物, 为焦糖色素中 2-MI和 4-MI的检验提
供一种切实可行的分析方法, 从而可以有效控制焦
糖色素的食用安全性。本方法具有前处理过程简便、

分析时间短、测定结果准确等特点, 可以用于实际蜂
蜜样品的测定。 

2  材料与方法 

2.1  仪器、试剂与材料 

四 极 杆 静 电 场 轨 道 阱 高 分 辨 质 谱 仪

Q-Exactive(赛默飞世尔科技 ThermoFisher Scientific
公司), 配备有 HESI-Ⅱ源, 液相色谱系统为 Dionex 
3000 高压液相色谱, 自动进样器; ELGA-Q15 高纯
水发生器(英国ELGA公司); 涡旋混合器(XW-80A型, 
上海医科大学仪器厂)。 

2-甲基咪唑(2-methylimidazole, 2-MI)和 4-甲基
咪唑(4-methylimidazole, 4-MI)( 纯度大于等于 99%, 
德国 Dr. Ehrenstorfer 公司); 乙腈  (色谱纯 , 德国
Merck 公司); 乙酸铵(分析纯 , 南京化学试剂有限
公司); 实验用水均为超纯水(Elga公司)。 

天然蜂蜜样品包括: 油菜蜜、洋槐蜜、荆条蜜、
椴树蜜、紫云英蜜、葵花蜜、芦芯蜜、枣花蜜、麦卢

卡蜂蜜、香橙蜜、棉花蜜、荞麦蜜(来自国内外不同
地区的蜂农或者蜂蜜供应商), 共计 12 个蜜种 30 个
样本, 蜂蜜的收集过程中没有季节时间的限制。 

2.2  实验方法 

2.2.1  标准溶液的配制 
分别称取 2-MI和 4-MI标准品各 10 mg于 10 mL

容量瓶中, 用纯乙腈溶解, 配制成 1 mg/mL的标准储
备液, 密封保存于 4 ℃冰箱中。准确吸取 1 mg/mL的
两种单标准储备液各 1 mL于 10 mL容量瓶中, 用乙
腈定容得 100 μg/mL的混合标准溶液。 

标准工作溶液的配制: 根据需要, 吸取一定量
的标准溶液, 用初始流动相将混合标准溶液稀释成
系列标准溶液。 
2.2.2  样品前处理 

准确称取蜂蜜样品 1 g于 10 mL容量瓶中, 加入
适量的水, 涡旋 30 s混合均匀, 最后加水混合均匀后
定容, 取适量溶液经 0.22 μm的水相滤膜过滤至进样
瓶中, 供高效液相四极杆静电场轨道阱高分辨质谱
仪测定。 

2.2.3  色谱-质谱条件 
(1) 色谱条件 
色谱柱为 Agilent HILIC Plus(2.1 mm × 100 mm, 

3.5 μm); 流动相为 5 mmol/L乙酸铵水溶液 A和乙腈
B(A:B, 20:80, v:v); 流速: 0.50 mL/min; 进样量 10 μL; 
样品室温度: 19 ℃。 

(2) 质谱条件 
可加热的电喷雾离子源(HESI-Ⅱ); 毛细管温度

为 350 ℃; 鞘气(N2)流速 50 L/min; 辅助气(N2)流速 6 
L/min; 吹扫气(N2)流速 3 L/min; 喷雾电压为 3 kV; 
透镜电压为 50 V; 采用正离子扫描模式; 全扫描的
分辨率 R=35000, 扫描范围: 50-400 m/z。 

3  结果和讨论 

3.1  前处理方法的优化 

蜂蜜的基质复杂, 总糖含量达 75%以上, 水分
16%~25%, 还含有少量蛋白质、矿物质、维生素、有
机酸等, 总含量为 5%左右。由此可见, 蜂蜜中的大
部分物质为水溶性的。为了避免大分子物质阻塞色谱

柱, 首先要对蜂蜜进行样品前处理。实验证明, 乙腈
是挥发性的有机溶剂, 具有较好的沉淀蛋白的作用, 
与液质方法的处理步骤相匹配。同时焦糖色素中的

4-MI 和 2-MI 极易溶解于水, 适量的水有助于 4-MI
和 2-MI的提取, 所以提取溶剂选择以水为主的乙腈-
水的混合体系, 对蜂蜜样品的前处理进行优化。 

以两个蜜种即江苏油菜蜜和河南荆条蜜为例 , 
比较了不同比例乙腈-水的提取效率, 结果如表 1 所
示。随着乙腈的加入, 4-MI和 2-MI在蜂蜜中的回收
率显示不同的变化趋势, 但都高于 70%。在不同的蜜
种中, 回收率的变化也不相同, 可能与不同蜂蜜的基
质效应有关。实际操作过程中发现, 乙腈的加入并没
有出现明显的蛋白沉淀, 可能是蜂蜜中蛋白质含量
太少的缘故, 且在液质进样之前, 样品已经通过 0.22 
μm的滤膜过滤, 大分子的蛋白质已经被除掉。因此, 
从经济和环保的角度考虑, 最终选择直接用纯水稀
释作为样品前处理的方法。 

3.2  色谱柱的选择 

色谱柱的选择对于样品分离非常重要, 不同的
色谱柱对同一样品有不同的保留时间和分离效果。在

实验过程中, 分别使用 Agilent TC-C18(100 mm × 4.6 
mm, 2.6 μm)、Agilent ZORBAX SB-Aq(100 mm × 4.6 
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mm, 2.6 μm)和 Agilent HILIC Plus(2.1 mm × 100 mm, 
3.5 μm)对目标化合物进行分离。由于 4-MI 和 2-MI
为同分异构体且分子极性很大, 在 Agilent TC-C18色

谱柱上很难有保留。虽然 ZORBAX SB-Aq 柱具有亲
水性的表面, 能够增加极性化合物 4-MI和 2-MI的保
留, 比传统的 C18 HPLC 色谱柱的分离能力强, 但是
仍然不能使他们达到基线分离。有文献报道[19,20], 使
用离子对试剂可以增强 4-MI和 2-MI在 C18色谱柱上

的保留, 但由于离子对试剂不仅需要较长的色谱平
衡时间, 且会减少仪器和色谱柱的使用寿命, 尤为重
要的是与质谱条件不兼容。HILIC Plus色谱柱为高性
能亲水性的硅胶填料, 当使用 5 mmol/L 乙酸铵水溶
液和乙腈(20:80, v:v)作为流动相时, 能够显著增强极
性化合物 4-MI和 2-MI的色谱保留行为, 使标准物质
的峰形尖锐对称, 取得较好的分离效果, 能够满足检
测的要求, 分离结果如图 2所示。 

表 1  蜂蜜样品不同前处理方式的比较 
Table 1  The comparison of different pretreatment of 

honey samples 

蜜种 
前处理 回收率/% 

乙腈:水 (v:v) 4-甲基咪唑 2-甲基咪唑

江苏油菜蜜 

4:6 100.4 112.5 

2:8 74.2 93.3 

纯水 91.4 87.2 

河南荆条蜜 

4:6 79.6 99.14 

2:8 76.3 87.3 

纯水 86.4 79.2 

 

图 2  三种不同色谱柱对咪唑化合物分离色谱图 
Fig. 2  Chromatogram of the methylimidazole compounds 

based on three different chromatographic columns 

3.3  质谱条件的优化 

由于 4-MI和 2-MI分子结构较为简单, 且分子中
只含氮杂原子, 因此本实验在 ESI+模式下, 采用流动
注射方式, 对 4-MI和 2-MI进行高分辨率全扫描, 选
择质谱响应较强的特征母离子。采用 CAS 号在权威
的 Chemspider 数据库中查询该化合物的详细信息, 
得到该化合物的分子式为 C4H6N2, [M+H]+母离子的

精确理论质量数应为 83.061101,而我们在实验中选
择的母离子分子量为 83.06085, 以准分子离子
[M+H]+理论精确质量数提取色谱图, 在分辨率(R)为
35 000 时, 分析物相对质量偏差小于 5×10-6。在全扫

描采集模式下得到一级全扫描的质谱图, 如图 3 所
示。按照欧盟 2002/657/EC指令, 农药和兽药残留分
析中必须满足总分 4 分的要求, 才能满足确证的需
要。高分辨质谱一个母离子得 2分, 一个子离子得 2.5
分, 因此我们又进行了 CID 二级质谱, 在碰撞能为
50 eV时得到的质谱图如图 4所示。由于 4-MI和 2-MI
结构的差异, 导致他们在相同碰撞能条件下, 碎片离
子 56.04944相对丰度不同, 而且 2-MI的结构较稳定, 
碎片离子强度较低, 因此, 后续实验中选用了母离子
定量。 

3.4  方法学评价 

3.4.1  线性范围及检出限 
按 2.2.1确定的实验步骤制备 100 μg/mL 4-MI和

2-MI标准混合储备液, 用乙腈-水(80:20, v:v)稀释标
准工作溶液, 依次得到含量为 0.5、2、5、10、50、
100 ng/mL的标准溶液。采用 Orbitrap高分辨质谱对
4-MI 和 2-MI 进行外标法定量分析。以目标物特征
离子的色谱峰面积为纵坐标 y、以目标物的浓度为
横坐标 x, 绘制标准曲线。从表 2中可以看出, 4-MI
和 2-MI 的相关系数(r)大于 0.99, 4-MI 在 5~100 
ng/mL、2-MI在 2~100 ng/ml范围内线性关系良好。
由于高分辨质谱基线噪音极低, 以仪器方法计算的
检出限和定量限与方法的真实性可能存在误差, 因
此, 在空白样品中添加低浓度的目标化合物, 获得
S/N=3 时对应的浓度为此方法的检出限 , 获得
S/N=10时对应的浓度为此方法的定量限。所得结果
如表 2所示。 
3.4.2  回收率 

分别在江苏油菜蜜(1)、河南荆条蜜(2)、新疆葵
花蜜(3)、宁夏棉花蜜(4)、吉林椴树蜜(5)、陕西枣花
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蜜(6)、山东洋槐蜜(7)、内蒙荞麦蜜(8)等 8种蜂蜜样
品中进行了 3 个不同添加水平的加标回收率实验, 
每个水平重复测定 5 次, 测得 4-MI 和 2-MI 的回收

率范围和相对标准偏差范围(见表 3)。可见, 该方法
对不同基质的蜂蜜具有通用性, 能够用于日常分析
的检测。 

 

图 3  2-MI和 4-MI标准溶液的一级全扫描图 
Fig. 3  Full-scan accurate mass spectrum of 4-MI and 2-MI 

 

图 4  2-MI和 4-MI标准溶液的二级 CID质谱图 
Fig. 4  CID mass spectrum of 4-MI and 2-MI 
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表 2  4-MI 和 2-MI 的线性方程、相关系数、保留时间、检出限和定量限 
Table 2  Regression equations, correlation coefficients (r), retention, limits of detection (LODs, n=7) and limits of 

quantification (LOQs, n=7) of the 4-MI and 2-MI compounds 

分析物 线性方程 相关系数 保留时间/min 检出限/(μg/kg) 定量限/(μg/kg) 

4-MI y=-870106+6.13757e+0.06x 0.9995 2.35 15 50 

2-MI y=-782022+1.136e+0.07x 0.9998 4.47 7.5 25 

表 3  8 种不同种类蜂蜜样品中 4-MI 和 2-MI 的加标回收率(n=5) 
Table 3  Recoveries of 4-MI and 2-MI spiked in 8 different kinds of honey samples (n=5) 

蜜种 添加水平/(μg/kg) 
4-甲基咪唑 2-甲基咪唑 

回收率/% 相对标准偏差/% 回收率/% 相对标准偏差/% 

江苏油菜 

50  92.1 5.5  90.9 6.1 

100  91.4 3.4  87.2 7.2 

150  86.4 6.3  92.1 1.6 

河南荆条蜜 

50  98.6 4.7  90.3 3.2 

100  86.4 8.4  79.2 8.6 

150  94.2 5.9  93.4 6.2 

新疆葵花蜜 

50 104.6 2.9  99.8 3.1 

100  73.2 9.5  80.1 6.9 

150  87.2 7.3  75.3 2.9 

宁夏棉花蜜 

50  93.6 4.2  94.8 7.7 

100  87.3 8.4 106.9 9.0 

150  79.8 2.1  98.3 7.0 

吉林椴树蜜 

50  89.5 5.5  89.7 5.0 

100  90.4 8.3  96.4 7.6 

150  77.5 2.0  90.2 9.2 

陕西枣花蜜 

50  91.7 3.9  92.0 4.1 

100  88.2 9.2  83.9 6.9 

150  83.6 4.3  88.5 3.4 

山东洋槐蜜 

50 107.9 4.7 105.2 5.3 

100 100.3 7.6 103.8 2.2 

150  89.5 9.2 100.4 1.4 

内蒙荞麦蜜 

50  83.7 5.3  88.2 4.7 

100  80.5 2.5 100.4 9.7 

150  82.4 3.0  98.9 6.9 

 
 
3.5  实际蜂蜜样品中 4-MI 和 2-MI 的检测 

本研究以国内外各地区12个蜜种30个蜂蜜样品
为对象, 按照“2.2.2”的样品前处理方法, 采用优化后
的 LC-MS/MS条件定性和定量分析蜂蜜中是否加入

了焦糖色素, 结果表明 4-MI 和 2-MI 均未检出。空
白样品以及其中添加浓度为 10 ng/mL 的 4-MI 和
2-MI时的选择离子流图如图 5所示。可以看出空白
基质对 4-MI和 2-MI的测定没有任何干扰。蜂蜜中 
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图 5  蜂蜜样品的提取离子流图(a)和样品中加 2-MI和 4-MI标准溶液的提取离子流图(b) 
Fig. 5  Extracted ion chromatogram from a blank sample (a), and the direct 10 ng/ml 2-MI and 4-MI in a blank sample (b) 

 
 

进行焦糖色素中 2-MI和 4-MI的研究还未见诸报道, 
然而, 有文献[21]报道在可乐中的焦糖色素中检测到

2-MI和 4-MI, 该方法采用的是 LC/MS/MS方法, 检
出限为 2 μg/L。而本研究采用的是 HRMS检测方法, 
具有处理简单, 一级质谱就可以定量的优点, 检测限
达 50 μg/kg。 

4  结  论 

本文建立了高效液相色谱-四级杆/静电场轨道
肼高分辨率质谱直接测定蜂蜜中 4-甲基咪唑和 2-甲
基咪唑含量的方法。样品经水稀释溶解后直接进样测

定, 避免了复杂的前处理过程, 样品基质对目标化合
物的测定基本无干扰。应用本方法可在 8 min内完成
整个检测分析过程, 大大提高了检测效率。该方法具
有一定的通用性, 适用于大多数蜜种和蜜源的蜂蜜
样品检测, 且该方法具有操作简单、选择性高、灵敏
度高、抗干扰性强、定量结果准确可靠等优点, 能够
满足蜂蜜中焦糖色素的分析要求, 为蜂蜜掺假的监

控提供了技术支撑。为了进一步验证该方法对蜂蜜中

掺入焦糖色素的鉴定能力, 下一步工作中我们将考
查不同比例的焦糖色素人为掺入蜂蜜中对蜂蜜色泽

的影响及所建立方法的检测能力。 
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