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云南产 6种蜂蜜中 35种游离氨基酸的测定 

牛之瑞*, 冯  雷, 谭建林, 鲁燕骅, 王吉祥, 晏  龙, 王亚琴, 杨  凡, 王世波, 张晓红 

(云南省产品质量监督检验研究院, 国家热带农副产品监督检验中心, 昆明  650223) 

摘  要: 目的  采用全自动氨基酸分析仪测定蜂蜜中 35 种游离氨基酸的含量。方法  蜂蜜样品经水溶解, 采

用全自动氨基酸分析仪进行定量检测。检测器为荧光检测器, 脯氨酸在波长 440 nm处测定, 其余 34种氨基酸

在 570 nm 波长下测定。结果  蜂蜜中含有丰富的游离氨基酸成分, 且氨基酸组成及含量存在较大区别。脯氨

酸是蜂蜜中的主要氨基酸, 其平均含量为 0.042978 g/100 g, 占氨基酸组分总含量的 71.21%。35种游离氨基酸

的线性相关系数均达到 0.99 以上, 回收率在 92.4%~109.4%范围内。结论  该方法快速、准确, 可用于蜂蜜中

游离氨基酸含量的测定。 
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Determination of 35 kinds of free amino acids in 6 kinds of honeys 
produced in Yunnan 

NIU Zhi-Rui*, FENG Lei, TAN Jian-Lin, LU Yan-Hua, WANG Ji-Xiang, YAN Long, 
WANG Ya-Qin, YANG Fan, WANG Shi-Bo, ZHANG Xiao-Hong 

(Yunnan Institute of Product Quality Supervision & Inspection, National Agricultural and Sideline Products Quality 
Supervision and Inspection Center, Kunming 650223, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for detection of 35 kinds of free amino acids by amino acid analyzer. 

Methods  Honey was dissolved with water, and the quantitative detection was carried out by automatic amino acid 

analyzer. Proline was detected by fluorescence detector at the wavelength of 440 nm while the other 34 kinds of 

amino acid were detected at the wavelength of 570 nm. Results  Honey contained rich free amino acid compositions, 

and the composition and content of amino acids existed big differences. The main amino acid in honey was proline, 

and the content of proline was 0.042978 g/100 g, accounting for 71.21% of the total content of amino acids. Linear 

regression coefficients of 35 kinds of free amino acids were all above 0.99, and the recoveries were in the range of 

92.4%~109.4%. Conclusion  The method is rapid and accurate, which can be used for the determination of free 

amino acids in honey. 
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1  引  言 

蜂蜜是蜜蜂采集植物的花蜜、分泌物或蜜露, 经自然

发酵而成的黄白色粘稠液体, 被誉为“大自然中最完美的

营养食品” [1]。蜂蜜中糖类约占 3/4, 还含有蛋白质、氨基

酸、维生素、微量元素、有机酸、色素、芳香物质的高级

醇、胶质物、蜂花粉、激素等物质, 具有保护肝脏、调节

消化系统等保健功能[2]。已有研究表明, 蜂蜜中含有多种

游离氨基酸, 其中以脯氨酸的含量最高[3-5]。 

目前检测氨基酸的方法主要有光谱法[6,7]、电泳法[8]、

液相色谱法[9,10]、液相色谱-串联质谱法[11]和氨基酸分析仪

检测法[12,13]等。测定蜂蜜中的游离氨基酸可以采用水溶液

直接提取而无需对蜂蜜中的蛋白质进行水解, 再经全自动

氨基酸分析仪进行检测。全自动氨基酸分析仪采用在线衍

生和氮气全封闭系统, 可以获得较高的灵敏度、较低的检

出限和较好的重现性和再现性。 

蜂蜜中游离氨基酸的种类和含量随蜂蜜来源的不同

而存在一定的差异, 同时还会受到当地的气候、土壤条件

甚至成熟程度等因素的影响。因此, 仅利用蜂蜜中某些氨

基酸比率的差异来区分蜂蜜的植物源还存在一定的困难
[13-19]。现有的游离氨基酸国标检测方法仅有 GB/T 

8314-2013《茶 游离氨基酸总量的测定》[20], 该方法为理

化检测方法, 无法测定蜂蜜中游离氨基酸的种类和每种氨

基酸的具体含量。本研究拟采用全自动氨基酸分析技术建

立快速、准确测定蜂蜜中 35种游离氨基酸含量的方法。 

2  材料与方法 

2.1  原料与试剂 

蜂蜜由云南白塔蜂业有限公司提供; 35种氨基酸标准

物质混合标准溶液由德国Wako Chemicals GmbH公司和日

本和光纯药工业株式会社提供; 实验用水为MillIQ纯水机

制备高纯水。 

2.2  仪器与设备 

L-8900 型氨基酸分析仪 (日本 HITACHI 公司 ); 

BS223S型分析天平(瑞士 METTLER TOLEDO)。 

2.3  实验方法 

2.3.1  氨基酸标准曲线的绘制 

分别精密量取氨基酸混合对照品 1 mL, 以 0.1 mol/L

盐酸定容至刻度, 上机测定。以氨基酸峰面积 Y 对氨基酸
浓度 X进行回归处理, 并绘制标准曲线。 

2.3.2  蜂蜜中游离氨基酸含量的测定 

称取 2 g蜂蜜样品于 50 mL离心管内, 加入 10 mL水

漩涡震荡, 充分溶解后过 0.22 μm滤膜,上机。 

2.3.3  氨基酸分析仪条件 

检测器类型: 荧光检测器; 检测波长: 570 nm、440 nm; 

色谱柱: 离子交换柱; 柱温: 60 ℃; 进样体积 10 μL, 柱后

反应温度: 135 ℃。 

 

 
 

图 1  35种氨基酸标准物质的色谱图 

Fig. 1  Chromatogram of 35 kinds of amino acids standard 
注: 1.L-O-磷酸丝氨酸(P-Ser); 2. 2',3',5'-三乙酰尿苷(Tau); 3.N-苯基乙醇胺(PEA); 4.尿素(Urea); 5.天门冬氨酸(Asp); 6.苏氨酸(Thr); 7.丝氨

酸(Ser); 8.谷氨酸(Glu); 9.肌氨酸(Sar); 10. α-氨基己二酸(α-AAA); 11.甘氨酸(Gly); 12.丙氨酸(Ala); 13.缬氨酸(Val); 14.胱氨酸(Cys); 15.蛋

氨酸(Met); 16.胱硫醚(Cysthi); 17.异亮氨酸(Ile); 18.为亮氨酸(Leu); 19.酪氨酸(Tyr); 20.苯丙氨酸(Phe); 21.β-丙氨酸(β-Ala); 22. β-氨基异丁

酸(β-AiBA); 23.γ-氨基丁酸(γ-ABA); 24.乙醇胺(ETA); 25.氨 (NH3); 26.羟赖氨酸(Hylys); 27.鸟氨酸(Orn); 28.赖氨酸(Lys); 29.1-甲基组氨酸

(1-Mehis); 30.组氨酸(His); 31.3-甲基组氨酸(3-Mehis)32.鹅肌肽(Ans); 33.肌肽(Car); 34.精氨酸(Arg); 35.脯氨酸(Pro) 
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3  结果与分析 

3.1  色谱分析 

蜂蜜采用氨基酸自动分析仪测定, 脯氨酸在波长 440 

nm处测定, 其余 34种氨基酸在 570 nm 波长下测定, 35种

游离氨基酸在该条件下可达到较好的分离效果, 35种游离

氨基酸的标样色谱图见图 1。 

3.2  线性关系与回收率 

35 种游离氨基酸的线性相关系数均达到 0.99 以上, 

且回收率范围在 92.4%~109.4%之间, 具体结果见表 1; 除

尿素外, 其他氨基酸的方法检出限为 5~10 nmoL/L。 

3.3  实际样品的检测结果 

通过对实际样品的检测发现(见表 2), 6种蜂蜜中均不

含有 α-氨基己二酸、缬氨酸、胱氨酸、蛋氨酸、羟赖氨酸

和肌肽这 6 种氨基酸成分, 且不同蜜源的蜂蜜中氨基酸含

量相差较大, 但脯氨酸的含量均为最高。不同品种蜂蜜的

氨基酸介于 0.044129~0.071300 g/100 g 之间, 平均值为

0.060160 g/100 g。其中桉树蜜的氨基酸组分总量最高, 为

0.071300 g/100 g, 姚安硬蜜的氨基酸组分总量最低, 为

0.044129 g/100 g。脯氨酸是蜂蜜中的主要氨基酸, 其中脯

氨酸的平均含量为 0.042978 g/100 g, 占氨基酸组分总含量

的 71.21%。 

 
 

表 1  35 种游离氨基酸的线性方程、线性范围、线性相关系数和回收率(n=4) 
Table 1  Regression equations, liner ranges, correlation coefficients and recoveries of 35 kinds of free amino acids (n=4) 

序号 名称 标准曲线 线性范围(nmol/mL) 相关系数(r2) 回收率(%) 

1 L-O-磷酸丝氨酸(P-Ser) Y= 5.65470e-005X - 0.453886 10~1000 0.999055 95.4 

2 2',3',5'-三乙酰尿苷(Tau) Y = 5.21549e-005 X - 1.04909 10~1000 0.999418 98.2 

3 N-苯基乙醇胺(PEA) Y = 6.62540e-005 X - 2.17521 10~1000 0.998179 97.3 

4 尿素(Urea) Y = 0.00138575 X - 91.9284 200~2000 0.999588 101.2 

5 天冬氨酸(Asp) Y = 2.72979e-005 X - 0.0843345 10~1000 0.999850 102.5 

6 苏氨酸(Thr) Y = 2.54983e-005 X - 0.132665 10~1000 0.999952 101.1 

7 丝氨酸(Ser) Y = 2.50443e-005 X - 0.0463180 10~1000 0.999918 96.4 

8 谷氨酸(Glu) Y = 2.62263e-005 X - 0.864843 10~1000 0.999891 99.8 

9 肌氨酸(Sar) Y = 1.85629e-005 X - 1.16997 10~1000 0.999825 99.1 

10 α-氨基己二酸(α-AAA) Y = 3.48054e-005 X - 0.832159 10~1000 0.999572 98.0 

11 甘氨酸(Gly) Y = 2.54118e-005 X + 0.303356 5~500 0.999812 97.5 

12 丙氨酸(Ala) Y = 2.54302e-005 X - 0.802202 10~1000 0.999994 92.4 

13 缬氨酸(Val) Y = 2.51417e-005 X - 0.506691 10~1000 0.999837 97.1 

14 胱氨酸(Cys) Y = 2.01673e-005 X + 0.538793 5~500 0.999185 98.5 

15 蛋氨酸(Met) Y = 2.48380e-005 X + 1.31552 10~1000 0.999152 96.7 

16 胱硫醚(Cysthi) Y = 1.58113e-005 X + 3.14440 10~1000 0.996319 99.8 

17 异亮氨酸(Ile) Y = 2.34995e-005 X + 4.63197 10~1000 0.995710 96.4 

18 亮氨酸(Leu) Y = 2.38378e-005 X + 2.65953 5~500 0.998034 97.3 

19 酪氨酸(Tyr) Y = 2.44276e-005 X + 2.77858 10~1000 0.997145 101.2 

20 苯丙氨酸(Phe) Y = 2.43829e-005 X + 5.76203 10~1000 0.993555 103.2 

21 β-丙氨酸(β-Ala) Y = 3.84019e-005 X + 6.43197 10~1000 0.999760 106.7 

22 β-氨基异丁酸(β-AiBA) Y = 3.99997e-005 X + 7.35375 10~1000 0.999690 103.4 

23 γ-氨基丁酸(γ-ABA) Y = 2.12734e-005 X + 6.26215 10~1000 0.999323 104.1 

24 乙醇胺(ETA) Y = 2.61506e-005 X + 6.08715 10~1000 0.998690 92.9 

25 氨(NH3) Y = 2.24948e-005 X - 3.75297 10~1000 0.990896 105.7 
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续表 1 

序号 名称 标准曲线 线性范围(nmol/mL) 相关系数(r2) 回收率(%) 

26 羟赖氨酸(Hylys) Y = 3.84344e-005 X - 14.0941 10~1000 0.999914 99.9 

27 鸟氨酸(Orn) Y = 2.19194e-005 X - 1.11255 10~1000 0.999999 93.4 

28 赖氨酸(Lys) Y = 2.18280e-005 X - 0.135421 10~1000 0.999942 92.5 

29 1-甲基组氨酸(1-Mehis) Y = 2.42424e-005 X - 0.295960 10~1000 1 109.4 

30 组氨酸(His) Y = 2.40370e-005 X + 0.328555 10~1000 0.999989 101.5 

31 3-甲基组氨酸(3-Mehis) Y = 2.38848e-005 X + 0.110632 10~1000 0.999859 93.6 

32 鹅肌肽(Ans) Y = 7.92663e-005 X - 2.33484 10~1000 0.995768 99.8 

33 肌肽(Car) Y = 5.50430e-005 X - 2.29590 10~1000 0.999842 99.1 

34 精氨酸(Arg) Y = 2.53807e-005 X - 0.549476 10~1000 0.999979 98.2 

35 脯氨酸(Pro) Y = 0.000123654 X - 12.7170 10~1000 0.996361 97.9 

 

 
表 2  实际样品测定结果(n=6) 

Table 2  Determination results of samples (n=6) 

序号 名称 桔花蜜 紫云英蜜 苦刺花蜜 槐花蜜 姚安硬蜜 桉树蜜 

1 L-O-磷酸丝氨酸(P-Ser) 0.000540 0.000314 0.00049 0.000224 0.000666 0.000202 

2 2',3',5'-三乙酰尿苷(Tau) 0.001501 0.001313 0.001832 0.001812 0.001469 0.001237 

3 N-苯基乙醇胺(PEA) ND ND ND 0.000289 ND ND 

4 尿素(Urea) 0.002060 0.001765 0.008656 ND 0.001438 ND 

5 天冬氨酸(Asp) 0.000712 0.000492 0.002202 0.001714 0.000359 0.000453 

6 苏氨酸(Thr) 0.000224 0.000362 0.000181 0.000201 0.000168 0.000273 

7 丝氨酸(Ser) 0.000561 0.001122 0.000799 0.000684 0.000810 0.000674 

8 谷氨酸(Glu) 0.000672 0.000857 0.000640 0.000341 0.000536 0.000700 

9 肌氨酸(Sar) 0.000081 0.000073 0.000089 0.000102 0.00007 0.000091 

10 α-氨基己二酸(α-AAA) ND ND ND ND ND ND 

11 甘氨酸(Gly) 0.000174 0.000132 0.000118 0.000104 0.000105 0.000146 

12 丙氨酸(Ala) 0.000688 0.002090 0.000974 0.000658 0.001359 0.000997 

13 缬氨酸(Val) ND ND ND ND ND ND 

14 胱氨酸(Cys) ND ND ND ND ND ND 

15 蛋氨酸(Met) ND ND ND ND ND ND 

16 胱硫醚(Cysthi) ND ND ND 0.000265 ND ND 

17 异亮氨酸(Ile) 0.000511 0.000472 0.000258 0.000459 0.000294 0.000788 

18 亮氨酸(Leu) 0.000274 0.000147 0.000112 0.000221 0.000093 0.000640 

19 酪氨酸(Tyr) 0.000579 0.000418 0.000278 0.000563 0.000337 0.001505 

20 苯丙氨酸(Phe) 0.000733 0.000747 0.000518 0.000930 0.000836 0.003868 

21 β-丙氨酸(β-Ala) 0.001342 0.001611 0.001476 0.001871 0.001267 0.001393 

22 β-氨基异丁酸(β-AiBA) 0.000212 0.000059 0.000044 0.000110 0.000391 0.000308 

23 γ-氨基丁酸(γ-ABA) 0.000598 0.000356 0.000379 0.000398 0.000440 0.000510 
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续表 2 

序号 名称 桔花蜜 紫云英蜜 苦刺花蜜 槐花蜜 姚安硬蜜 桉树蜜 

24 乙醇胺(ETA) 0.000353 ND ND 0.000017 0.000120 0.000063 

25 氨(NH3) 0.000562 0.000275 0.000265 0.000333 0.000451 0.000500 

26 羟赖氨酸(Hylys) ND ND ND ND ND ND 

27 鸟氨酸(Orn) 0.000299 0.000211 0.000234 ND 0.000154 0.000248 

28 赖氨酸(Lys) 0.001916 0.002763 0.002146 0.001301 0.001507 0.002229 

29 1-甲基组氨酸(1-Mehis) 0.000304 ND 0.00006 ND ND 0.000331 

30 组氨酸(His) 0.000601 0.000873 0.000647 0.000428 0.000304 0.001480 

31 3-甲基组氨酸(3-Mehis) 0.000046 ND ND ND ND ND 

32 鹅肌肽(Ans) ND ND ND 0.00003 ND ND 

33 肌肽(Car) ND ND ND ND ND ND 

34 精氨酸(Arg) 0.000638 0.000454 0.000586 0.000385 0.000206 0.001564 

35 脯氨酸(Pro) 0.032915 0.051398 0.043561 0.048146 0.030749 0.051100 

 总量 0.049096 0.068304 0.066545 0.061586 0.044129 0.071300 

注: 检测结果单位为 g/100 g; ND为未检出。 

 
 

4  结  论 

利用全自动氨基酸分析仪建立的分析方法可以有效

测定蜂蜜中 35种游离氨基酸的含量。通过分析云南产的 6

个品种蜂蜜的氨基酸组分发现, 蜂蜜含有丰富的游离氨基

酸组分, 不同品种蜂蜜中的游离氨基酸含量的比率受到的

影响因素较多, 仅利用蜂蜜中某些氨基酸比率的差异来区

分蜂蜜的植物源还存在一定的困难。但通过研究发现, 6种

云南产蜂蜜的脯氨酸含量均高于 0.030 g/100 g, 这与张金

振等[16]提出的天然蜂蜜中脯氨酸含量应大于 180 mg/kg的

研究结论基本一致。 
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