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柱前衍生-高效液相色谱-质谱联用法鉴定糖浆 

掺假蜂蜜 

邱志超 1, 官咏仪 2* 

(1. 广州质量监督检测研究院, 广州  511447; 2. 广东出入境检验检疫局检验检疫技术中心, 广州  510623) 

摘  要: 目的  建立蜂蜜中掺假的快速鉴定方法。方法  将蜂蜜样品溶解后进行真空干燥, 然后对样品中的

低聚糖进行荧光标记, 以氨基柱为分析柱, 采用乙腈和甲酸铵为流动相, 对标记低聚糖进行高效液相色谱分

离, 采用 ESI-MS 的 SIR 模式对标记低聚糖进行定性测定。结果  基于荧光标记试剂 2-氨基苯甲酰胺(2-AB)

和毒性较低的还原剂 2 -甲基吡啶-N-甲硼烷(2-PB)的还原氨化反应能有效地对蜂蜜中的带还原端的低聚糖进

行荧光标记。天然蜂蜜含有单糖(DP1)、双糖(DP2)和少量三糖(DP3), 掺假蜂蜜除此以外还含有少量四糖(DP4)、

五糖(DP5)和六糖(DP6)。结论  采用此法对蜂蜜样品进行蜂蜜掺假判定与国标方法测试结果基本吻合, 而且

不需对样品进行净化处理即可上机分析, 为建立蜂蜜掺假的快速筛查方法提供参考。 
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Identification of adulterated honey by precolumn derivatization-high 
performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry 
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(1. Guangzhou Quality Supervision and Testing Institute, Guangzhou 511447, China; 2. Inspection and Quarantine 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of adulterated honey. Methods  Honey 

samples were dissolved and treated by vacuum drying, and then they were fluorescent labeled before separated by 

high performance liquid chromatography (HPLC) using NH2 column with acetonitrile and ammonium formate as 

mobile phase, and qualitatively analyzed by ESI-MS under SIR mode. Results  It was shown that the fluorescent 

labeling of oligosaccharides with reducing end in honey were effectively achieved when using 2-aminobenzamide and 

2-picoline-borane following by reductive amination reaction. It was also shown that natural honey contained 

monosaccharide (DP1), disaccharide (DP2) and trisaccharide (DP3); in addition, adulterated honey contained 

tetrasaccharide (DP4), pentasaccharide (DP5) and hexasaccharide (DP6). Conclusion  The results of the established 

method are basically consistent with those of the national standard method, and the established method do not need to 

purify the samples before HPLC analysis, which provide references for the rapid screening method of adulterated honey. 

KEY WORDS: adulterated honey; oligosaccharides with reducing end; precolumn derivatization; high performance 
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1  引  言 

蜂蜜常见掺假物有蔗糖、人工转化糖、淀粉、食盐、

饴糖、羧甲基纤维素钠、色素和香精[1,2]。蜂蜜掺假鉴别方

法一般是针对掺假物的特征来制定分析策略的。鉴定蜂蜜

是否掺入糖浆或人工转化糖, 主要是通过分析糖浆中特征

性物质在待测蜂蜜中的含量来实现[3-5]。对于天然蜂蜜, 一

般含有 60%~70%的果糖和葡萄糖, 10%以下的蔗糖以及少

量三糖, 不存在五糖以上的低聚糖[6,7]。对于糖浆, 由于生

产工艺和酶解过程, 其成品不可避免存在少量未被彻底酶

解的五糖以上的低聚糖。因此低聚糖可作为糖浆中特征性

物质。通过测定待测蜂蜜中的上述特征性物质, 以区分天

然蜂蜜和糖浆掺假蜂蜜。目前以上述原理作为蜂蜜掺假鉴

定方法的标准方法主要有 GB/T 18932.2-2002 《蜂蜜中高

果糖淀粉糖浆测定方法 薄层色谱法》和 GB/T 21533-2008 

《蜂蜜中淀粉糖浆的测定 离子色谱法》[8,9]。2 种方法都

需要繁琐的过柱净化操作, 不利于多个样品同时测定, 且

薄层色谱分离效果不理想, 影响结果判断。这对短时间内

完成大量蜂蜜样品的掺假分析任务造成困难, 亟待寻找高

通量分析方法以满足检测任务的要求。 

蜂蜜掺假快速检测方法已有报道[10], 但普遍存在准

确性不足和误判率高等问题。有报道采用 HPLC指纹谱图

对蜂蜜成分进行分析[11], 但只针对某一种特定蜂蜜为研究

对象, 面对市面上蜂蜜品种琳琅满目的现状, 该方法的可

操作性有限。目前, 在糖类分析技术中, 还原氨化反应技

术已经越趋成熟。特别是低毒还原剂 2-甲基吡啶-N-甲硼烷

的发现, 有效替代了毒性较强的还原剂氰基硼氢化钠, 使

该方法的安全性和可操作性大幅提高[12,13]。通过还原氨化

反应生成标记糖类物质经 HPLC 分离, 再以色谱检测器或

质谱检测器进行分析, 正成为高分辨率和高灵敏度糖类

分析技术的风向标[14]。这为糖浆掺假蜂蜜鉴定方法带来

了新思路。糖浆中的低聚糖是在生产过程中由于酶解不

完全而产生的, 因此低聚糖末端一般带有还原性糖醛基

(还原端)。将蜂蜜中的糖类分子进行柱前衍生, 利用含还

原端糖类可与亲核试剂进行还原氨化反应生成标记糖类

分子, 而非还原性糖(如蔗糖)不参与反应的特点, 可检测

蜂蜜中含还原端糖类物质的分布情况, 并作为蜂蜜掺假

的特征性指标。但采用还原氨化反应标记蜂蜜中的糖类物

质的研究鲜有报道。 

本研究将掺假蜂蜜中含还原端的低聚糖进行还原氨

化反应, 使糖类分子接上标记基团以增强 MS 检测信号, 

以高效液相色谱-质谱联用法对标记糖类物质进行定性分

析, 为建立高通量糖浆掺假蜂蜜定性鉴定方法提供参考。 

2  材料与方法 

2.1  材料与试剂 

2-氨基苯甲酰胺(2-AB)、二甲基亚砜、冰乙酸、2 -甲

基吡啶-N-甲硼烷(2-PB)(德国 Sigma 公司); 乙腈(色谱纯, 

德国 Merck 公司); 甲酸铵(色谱纯, 天津科密欧公司); 氨

水(分析纯, 广州试剂厂)。 

市售广东从化冬蜜。 

2.2  仪器与设备 

WATERS Xevo®  TQ - S 质谱仪 , 配 Acquity®  

UPLC 液相色谱仪(H-class 四元低压梯度泵, FTN 自动进

样器, 柱温箱), 电喷雾离子源(ESI), Masslynx®软件, 美国 

WATERS公司 

2.3  样品处理 

参考文献 12和 15, 具体参数稍作优化, 如下所示:  

 取 1 g蜂蜜, 加水溶解定容至 100 mL, 取 100 μL置

于离心管中, 65 ℃真空干燥 1~2 h至完全干燥, 加入衍生剂

60 µL(含乙酸 18 µL, 二甲基亚砜 42 µL, 2-AB 3 mg,  2-PB 

6.42 mg), 涡旋振荡溶解, 65 ℃水浴 2 h, 加入 3%氨水溶液

800 μL静置 1 min, 继续加入 2 mL超纯水, 用乙腈定容至

10 mL, 摇匀, 经 0.22 µm有机膜过滤, 待上机分析。 

2.4  色谱条件 

色谱柱: CNW  Athena  NH2柱(4.6 mm× 200 mm, 3 

µm); 柱温为 25 ℃; 流动相为A(50 mmol/L 甲酸铵, pH 4.4)

和 B(乙腈)梯度洗脱, 具体程序见表 1; 流速为 0.5 mL/min; 

进样量为 10 µL。 

 
 

表 1  流动相梯度洗脱程序 
Table 1  Gradient program of mobile phase 

时间/min A/% B/% 

0.00 20.0 80.0 

10.00 30.0 70.0 

30.00 80.0 20.0 

35.00 20.0 80.0 

50.00 20.0 80.0 

 

2.5  质谱条件[16] 

电喷雾离子源 (ESI), 负离子化模式 ; 毛细管电压 : 

2.50 kV; 脱溶剂气温度: 300 ℃; 脱溶剂气流速: 650 L/h; 

离子源温度: 150 ℃; 锥孔气流速: 150 L/h; 碰撞气流速: 
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0.15 mL/min; 选择离子扫描(SIR); 7种标记糖分析物的质

谱分析参数见表 2。 

3  结果与分析 

3.1  2-氨基苯甲酰胺和低聚糖的反应原理及注意事项 

糖类物质由于很难电离, 在质谱中响应信号不强, 难

以直接采用质谱进行检测。对糖类物质进行标记, 在糖类

物质的还原端接上带电荷的基团, 可以增强其在质谱中的

相应信号, 从而有利于糖类物质在质谱中的微量分析。还

原胺化反应对糖类物质进行标记, 反应关键在于溶剂需为

极性非质子溶剂(如二甲基亚砜)。如图 1所示, 该反应机制

为 2-氨基苯甲酰胺(2-AB)的胺基亲核加成低聚糖末端糖醛

基然后失水缩合成亚胺(薛夫碱)。极性非质子溶剂有利于

该亲核反应, 而极性质子溶剂(如水)则会降低 2-氨基苯甲

酰胺亲核性, 影响反应效率。因此, 标记反应前, 试样需进

行真空干燥处理去除水分, 并且标记反应所用全部试剂应

尽量无水。标记反应后, 不能直接加入去离子水稀释, 否

则会影响产物的稳定性, 应先用稍过量碱(氨水)进行中和, 

使溶液偏碱性再作后续处理, 这样可保证产物的稳定性。 
 

 
 

图 1  2-氨基苯甲酰胺(2-AB)和低聚糖还原端的还原胺化反应过程 

Fig. 1  The process of reductive amination between 
2-aminobenzamide (2-AB) and oligosaccharides reducing end 

3.2  天然蜂蜜和掺假蜂蜜的质谱结果分析 

依据 GB/T 18932.2-2002进行检测, 选取 2个结果为

疑似阳性的蜂蜜样品和 1个阴性样品按照本实验方法进行

测试。结果表明, 阴性样品含有 DP1、DP2和少量的 DP3, 

而阳性样品除此之外还含有 DP4、DP5 和 DP6。其中, 阴

性样品中 DP2 和 DP3 所占百分比例远低于阳性样品。阴

性蜂蜜和阳性蜂蜜表现出明显的低聚糖所占百分比例分布

差异。表 3中 DP2的所占百分比例差异是值得注意的, 天

然蜂蜜中的蔗糖不含还原端, 不会被本实验的标记试剂作

用, 因此, 在 m/z=461.15 处(标记 DP2 特征离子)不会有标

记蔗糖的响应信号 , 此处有响应的 DP2 为带还原端的

DP2。天然蜂蜜中带还原端的 DP2较少(小于 1%)。经酶解

工艺生产的糖浆原料, 含有带还原端的 DP2。当蜂蜜掺入

糖浆后, 可能会增加带还原端 DP2 的所占百分比例, 从而

导致标记 DP2信号增加。 

如图 2 所示, 样品经标记后, 以负离子模式扫描标记

低聚糖特征离子。标记低聚糖在氨基柱中的出峰保留时间

随聚合度的增加而增长。其中, DP1到 DP4实现了基本的

分离, DP5 和 DP6 的保留时间稍有重叠, 但通过质谱的选

择离子扫描模式(SIR)可分别得到两者特征离子的峰信号。 

4  结  论 

采用本研究的标记程序得到稳定性良好的标记低聚

糖, 可在室温下放置一个月, 色谱峰型保持基本不变。衍

生过程可实现高通量操作(一般可实现每批 30~50个样品), 

样品无需逐一过柱净化处理。有文献报道采用柱切换技术

去除过量衍生反应试剂后, 再接入色谱分析柱, 以防分析

柱受污染[17]。但试验采用的氨基柱经过 200次直接进样分

析(进样量为 10 μL)仍然保持稳定的柱分离效能和稳定的

柱压, 未见产生不良情况。另外，为避免大量衍生剂进入

质谱系统，若未采用柱切换方式去除衍生剂[17]，应将保留

时间前 8 min 的组分切往废液，只取 8 min 以后的组分进

入质谱分析。基于荧光标记试剂 2-氨基苯甲酰胺(2-AB)和毒

性较低的还原剂 2-甲基吡啶-N-甲硼烷(2-PB)的还原氨化反

应能有效地对蜂蜜中的带还原端的低聚糖进行荧光标 
 

表 2  7 种标记糖分析物的质谱分析参数 
Table 2  MS parameters for the analysis of 7 labeled oligosaccharides 

序号 分析物 标记低聚糖特征离子 锥孔电压/V 碰撞气电压/V 驻留时间/s 

1 单糖(DP1) 299.15 4 4 0.051 

2 双糖(DP2) 461.15 4 4 0.051 

3 三糖(DP3) 623.15 4 4 0.051 

4 四糖(DP4) 785.15 4 4 0.051 

5 五糖(DP5) 947.15 4 4 0.051 

6 六糖(DP6) 1109.15 4 4 0.051 

7 七糖(DP7) 1271.15 4 4 0.051 
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表 3  掺假蜂蜜和天然蜂蜜中各糖分析物所占百分比例 
Table 3  Percentage of oligosaccharides with various degrees of polymerization in natural honey and adulterated honey 

样品 项目 
聚合度 

DP1 DP2 DP3 DP4 DP5 DP6 DP7 

样品 1 

(天然蜂蜜) 

保留时间/min 9.12 11.74 14.58 未出峰 未出峰 未出峰 未出峰 

峰面积 3.5×107 3.4×105 8.4×103 未出峰 未出峰 未出峰 未出峰 

百分比例/% 98.99 0.99 0.02 - - - - 

样品 2 

(掺假蜂蜜) 

保留时间/min 9.12 11.74 14.58 16.94 18.65 19.62 未出峰 

峰面积 2.4×107 2.5×105 2.3×105 1.1×104 6.1×103 4.0×103 未出峰 

百分比例/% 90.04 9.00 0.87 0.04 0.02 0.01 - 

样品 3 

(掺假蜂蜜) 

保留时间/min 9.12 11.74 14.58 16.94 18.65 19.62 未出峰 

峰面积 2.6×107 2.5×105 2.7×105 1.2×104 6.0×103 4.0×103 未出峰 

百分比例/% 89.99 9.00 0.93 0.04 0.02 0.01 - 

注: 所占百分比例为糖分析物峰面积归一法计算所得 

 
 

 
 
 

图 2  天然蜂蜜和掺假蜂蜜的标记低聚糖质谱图 

注: 样品 1为天然蜂蜜样品(阴性样品); 样品 2和样品 3为糖浆掺假蜂蜜(阳性样品) 

Fig. 2  Mass spectrums of natural honey and adulterated honey 
Note: sample 1 is natural honey (negative sample); Sample 2 and 3 are adulterated honey (positive sample) 
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记。通过低聚糖的液相质谱指纹图特征可进行蜂蜜掺假鉴

定。天然蜂蜜含有带还原端的单糖(DP1)、双糖(DP2)和少

量三糖(DP3), 掺假蜂蜜除此以外还含有少量带还原端的

四糖(DP4)、五糖(DP5)和六糖(DP6)。掺假(阳性)蜂蜜样品

标记 DP2和 DP3所占百分比例高于天然(阴性)蜂蜜样品。

本研究采用的色谱条件能实现 DP1 到 DP4 的基本分离。

采用此法对蜂蜜样品进行掺假判定可同时检测大批量蜂蜜

样品, 而且判定结果与国标方法测试结果基本吻合。 
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