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固相萃取-气相色谱-质谱法测定蜂蜜中的 
3-氰基吡啶 

赵  旦 1, 祖铁红 2, 纪欣欣 2, 黄学者 2, 贾光群 2, 李  岩 1*, 崔宗岩 2* 
(1. 燕山大学环境与化学工程学院, 秦皇岛  066004; 2. 秦皇岛海关技术中心, 秦皇岛  066004) 

摘  要: 目的  建立固相萃取结合气相色谱-质谱法(gas chromatography-massspectrometry, GC-MS)测定蜂蜜

中 3-氰基吡啶的分析方法。方法  蜂蜜样品经去离子水溶解后, 利用亲水亲脂平衡(hydrophilic lipophilic 

balanced, HLB)固相萃取柱对 3-氰基吡啶富集净化, DM-Wax 色谱柱(50 m×250 μm, 0.5 μm)分离, 采用选择离子

监测模式检测, 外标法定量。结果  3-氰基吡啶在 0.1~10.0 mg/L 质量浓度范围内线性良好(R2=0.9999), 方法

检出限和定量限分别为 0.04 mg/kg 和 0.12 mg/kg, 在 0.12、0.24、1.20 mg/kg 3 个添加浓度水平下, 平均回收

率范围为 93.7%~100.2%, 相对标准偏差范围为 2.3%~5.4% (n=6)。应用建立的方法对不同蜜源植物的蜂蜜样

品进行检测, 发现枣花蜂蜜中均检出较高含量的 3-氰基吡啶(0.40~2.25 mg/kg), 在油菜、椴树、荔枝、荆条、

洋槐蜂蜜中也检出一定含量的 3-氰基吡啶, 但其含量多在定量限附近, 且均≤0.15 mg/kg, 远低于枣花蜂蜜。

结论  该方法操作简便, 灵敏度高, 准确性好, 适用于蜂蜜中 3-氰基吡啶的测定。 

关键词:  枣花蜂蜜; 3-氰基吡啶; 气相色谱-质谱法; 固相萃取 

Determination of 3-cyanopyridine in honey by solid phase extraction-gas 
chromatography-mass spectrometry 

ZHAO Dan1, ZU Tie-Hong2, JI Xin-Xin2, HUANG Xue-Zhe2, JIA Guang-Qun2,  
LI Yan1*, CUI Zong-Yan2* 

(1. College of Environmental and Chemical Engineering, Yanshan University, Qinhuangdao 066004, China;  
2. Technology Center of Qinhuangdao Customs, Qinhuangdao 066004, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish an analytical method for the determination of 3-cyanopyridine in honey by 

solid phase extraction coupled with gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS). Methods  Honey samples 

were dissolved in deionized water and then 3-cyanopyridine was enriched and purified by hydrophilic lipophilic 

balanced (HLB) solid phase extraction column, separated by DM-Wax column (50 m×250 μm, 0.5 μm), detected by 

selective ion monitoring mode, and quantified by external standard method. Results  The linearity (R2=0.9999) of 
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3-cyanopyridine was good in the concentration range of 0.1–10.0 mg/L, the limit of detection and the limit of 

quantitation of the method were 0.04 mg/kg and 0.12 mg/kg, respectively. At the spiked levels of 0.12, 0.24 and 

1.20 mg/kg, the average recoveries of the method ranged from 93.7% to 100.2%, and the relative standard deviations 

were 2.3%–5.4% (n=6). The established method was applied to detect honey samples which from different nectar plants, 

and it was found that high content of 3-cyanopyridine (0.40–2.25 mg/kg) was detected in jujube honey. Although a 

certain amount of 3-cyanopyridine was also detected in rape, linden, litchi, vitex and acacia honey, most of its content 

was near the limit of quantitation, and all ≤0.15 mg/kg, which was far lower than the content of jujube honey. 

Conclusion  The method is simple, sensitive and accurate, and is suitable for the determination of 3-cyanopyridine in 

honey. 
KEY WORDS: jujube honey; 3-cyanopyridine; gas chromatography-mass spectrometry; solid phase extraction 
 
 

0  引  言 

枣花蜂蜜是主产于我国山东、山西、河南、河北等地

的单花种蜂蜜, 在我国产量丰富, 与洋槐蜂蜜、荆条蜂蜜、

荔枝蜂蜜共称为中华四大名蜜[1], 主要生产季节在 5~6 月, 
呈透明琥珀色、质地黏稠、香气浓郁、口味独特[2–3], 营养

成分丰富[4], 具有抗菌[5]、抗氧化[6]、抗癌[7]等生物活性, 深
受广大消费者的青睐。然而, 不少商家为牟取暴利, 在枣

花蜂蜜中掺入低成本的廉价种类蜂蜜或糖浆 [8], 以提高

产量满足市场需求 , 侵害消费者的利益 , 甚至可能导致

部分人群产生健康问题[9–10]。如何有效鉴别枣花蜂蜜的真

实性, 保护蜂农和消费者的利益, 是目前亟需解决的重要

问题。 
研究发现, 3-氰基吡啶是枣花蜂蜜具有枣花香气的原

因之一[11–12]。3-氰基吡啶又称烟腈、烟酸腈, 是一种含有

氰基的碱性化合物[13], 化学结构式如图 1 所示。目前, 3-
氰基吡啶的主要检测方法有高效液相色谱法[14–15]、气相色

谱法[16–17]、气相色谱-质谱法[18–19]等。然而, 对于痕量分析

而言, 高效液相色谱法和气相色谱法灵敏度低且多通过保

留时间定性, 对于分析基质复杂的蜂蜜样品略有不足。气

相 色 谱 - 质 谱 法 (gas chromatography-massspectrometry, 
GC-MS)将气相色谱的高分离能力和质谱的鉴别技术有效

结合, 能满足蜂蜜基质中 3-氰基吡啶的准确定性定量分

析。LIANG 等[20]在蜂蜜基质中采用顶空固相微萃取-气相

色谱-质谱技术, 同时定性定量分析了包含 3-氰基吡啶在

内的 34 种挥发性成分, 该方法具有操作简单、样品量少等

优点, 但存在萃取头(50/30 μm DVB/CAR/PDMS)昂贵、涂

层易破损、使用寿命较短, 且方法重复性相对较差[21]等不

足, 所以还需进一步开发高效可靠的检测方法对蜂蜜中 3-
氰基吡啶的含量进行准确测定。 

本研究利用固相萃取法对蜂蜜基质中的 3-氰基吡啶

进行提取和净化, 使用 GC-MS 检测, 外标法定量, 以期建

立蜂蜜中 3-氰基吡啶的准确有效的分析测定方法, 为枣花蜂

蜜的真假鉴别和质量评价提供一定的技术支撑和理论依据。 

 
 

图 1  3-氰基吡啶化学结构图 
Fig.1  Chemical structure diagram of 3-cyanopyridine 

 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

本研究所使用的蜂蜜样品均为 2021—2023 年采集的

天然蜂蜜, 所有样品均直接购自蜂农。具体包括的蜂蜜样

品类型为: 枣花蜂蜜 22 批、油菜蜂蜜 14 批、洋槐蜂蜜 15
批、荆条蜂蜜 15 批、荔枝蜂蜜 15 批、椴树蜂蜜 14 批, 检
测前均置于 4 ℃条件下保存。 

3-氰基吡啶(CAS 号: 100-54-9, 纯度≥95%, 上海易

恩化学技术有限公司); 甲醇(色谱纯, 北京迪马科技有限

公司); 亲水亲脂平衡(hydrophilic-lipophilic balanced, HLB)
固相萃取柱(60 mg, 3 mL, 美国 Waters 公司)。 

1.2  仪器与设备 

Agilent 7890B-5977B 四极杆气相色谱质谱联用仪

(美国 Agilent 公司); DM-Wax 气相色谱柱(50 m×250 μm, 
0.5 μm, 北京迪马科技有限公司); IQ 7000 Milli-Q 超纯水

制备仪 (美国 Merck Millipore 公司); TURBOVAPLV 氮气

旋流浓缩仪(瑞典 Biotage 公司); TXB622L 型分析天平(精
度 0.01 g, 日本岛津公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  标准溶液的配制 
准确称取 3-氰基吡啶标准物质 0.01 g 并置于 10 mL

容量瓶中, 用甲醇配制成质量浓度为 1000 mg/L 的 3-氰基

吡啶标准储备溶液, 置于 4 ℃条件下储存备用; 移取适量

上述 3-氰基吡啶储备液, 用甲醇配制成质量浓度为 0.1、
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0.2、0.5、1.0、2.0、5.0、10.0 mg/L 的系列标准工作溶液。 
1.3.2  样品前处理 

准确称取1.00 g(精确到0.01 g)蜂蜜样品置于50 mL 离心

管中, 加入 5 mL 去离子水, 1000~2000 r/min 涡旋混匀备用。 
HLB 固相萃取柱依次用 3 mL 甲醇、6 mL 去离子水活

化平衡, 将上述样品溶液分两次全部转移至 HLB 固相萃取柱

上, 控制流速约为 1 mL/min, 上样完成后, 用 3 mL 去离子水

淋洗并抽干, 加入 3 mL 甲醇洗脱, 洗脱液在 30 ℃下氮吹至

干, 最后用甲醇定容至 2 mL, 1000~2000 r/min 涡旋混匀, 取
1 mL 定容液经过 0.22 μm 微孔滤膜过滤后上机检测分析。 
1.3.3  仪器检测条件 

气相色谱条件: 色谱柱: DM-Wax 气相色谱柱(50 m× 
250 μm, 0.5 μm); 进样口温度 250 ℃; 载气为高纯氦气(纯
度≥99.999%), 恒定流量 1.5 mL/min; 不分流进样, 进样量

1 μL; 仪器升温程序: 初始温度 50 ℃, 保持 1 min, 然后以

40 ℃/min 升到 250 ℃, 保持 5 min, 总运行时间为 11 min。 
质谱条件: 电子轰击离子源(electron impact, EI); 电子

能量 70 eV, 配有单四极杆质量分析器; 传输线温度 250 ℃; 
离子源温度 230 ℃; 溶剂延迟设为 6 min; 全扫描模式: 扫
描质量范围 m/z 40~500, 选择离子模式(selective ion mode, 
SIM)选择m/z 50、76、77为定性离子, m/z 104为定量离子, 离
子丰度比约为 50:76:77:104=15:17:48:100; 3-氰基吡啶的全

扫描质谱图和总离子流色谱图如图 2 所示。 
 

 
 

图 2  3-氰基吡啶的全扫描质谱图(a)和总离子流色谱图(b) 
Fig.2  Full scan mass spectrum (a) and total ion flow chromatogram 

(b) of 3-cyanopyridine 

1.4  数据处理 

每组实验至少重复进行 3 次, 采用 Excel 2019 对检测

数据进行归纳整理, 应用 Chem Draw 19.0 和 Origin 2024
软件绘制化学结构式和系列数据图。 

2  结果与分析 

2.1  前处理条件的优化 

2.1.1  固相萃取柱的选择 
天然枣花蜂蜜中含有 3-氰基吡啶[11], 因此本研究选

取某枣花蜂蜜作为代表样品进行前处理条件优化。基于

3-氰基吡啶的碱性特点, 本研究考察了 3 种固相萃取柱对

目标化合物的富集、净化效果, 分别为混合型阳离子交换

(mixed cation exchange, MCX)固相萃取柱、强阳离子交换

(strong cation exchange, SCX)固相萃取柱和 HLB 固相萃

取柱。HLB 萃取小柱是一种适合提取酸性、中性和碱性

化合物的通用性吸附剂, 利用反相吸附洗脱的原理提取

净化目标化合物[22–23]; SCX 和 MCX 萃取小柱均含有磺酸

基团, 可依据强阳离子交换和反相、阳离子交换这两种萃

取机制, 对碱性化合物进行提取富集[24–25]。结果(图 3)表
明, 使用 SCX 小柱萃取后, 目标化合物几乎无响应, 而
MCX 和 HLB 萃取小柱均有较高的响应, 其中 HLB 萃取

小柱对其富集效果最佳, 因此, 本研究选用 HLB 固相萃

取柱。 

 

 
 

图 3  不同固相萃取柱对目标化合物的影响 
Fig.3  Influences of different solid phase extraction columns to 

target compound 

 
2.1.2  淋洗体积的优化 

上样后, 基质共提物和目标化合物往往会同时保留

在萃取柱上, 加入合适的淋洗溶液可有效去除基质干扰物

而不影响目标化合物的保留。为除去蜂蜜基质中存在的大
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量糖类物质[26–27], 本研究结合 3-氰基吡啶的化学特性以及

HLB 萃取柱性质[28], 选择去离子水作为淋洗液, 并分别考

察了使用 3、6、9 mL 去离子水的淋洗效果, 结果(图 4)表
明, 采用不同淋洗体积时, 3-氰基吡啶响应相差不大, 目标

化合物均能很好的保留, 同时也可以有效的去除糖分、色

素等杂质。为节约实验耗材, 本研究最终选择 3 mL 去离子

水为最佳淋洗体积。 

 

 
 

图 4  不同淋洗体积对目标化合物的影响 
Fig.4  Influences of different elution volumes to target compound 

 
2.1.3  洗脱体积的优化 

本研究选择甲醇作为洗脱溶剂, 通过对比不同体积

(1~10 mL)洗脱溶液对目标化合物的洗脱效率, 发现当洗

脱溶剂达到 2 mL 时目标化合物基本能完全洗脱, 但为了

保证结果的稳定性和可靠性, 并且考虑到蜂蜜样品基质的

复杂性, 本研究最终选择 3 mL 甲醇进行洗脱。 

2.2  基质效应 

基质效应(matrix effect, ME)是痕量检测不可忽视的

问题, 其原理是基质共提物干扰目标化合物的离子化, 使
得目标化合物在进行仪器检测时, 响应发生了增强或者抑

制, 从而影响目标化合物的准确定量[29]。以基质标准曲线

斜率和纯溶剂标准曲线斜率的比值考察实验的基质效应, 
当斜率比值<0.8 时为基质效应抑制; 当比值>1.2 时为基质

效应增强; 当比值位于 0.8~1.2 之间时, 表明基质效应可以

忽略[30–31]。本研究选用油菜蜂蜜作为代表性空白基质, 建
立基质标准曲线和溶剂标准曲线并计算 ME, 结果发现, 
经过净化处理后, ME=0.92, 表明样品基质对目标化合物

的基质效应影响较小, 可以忽略, 因此本实验采用溶剂标

准曲线进行定量。 

2.3  方法学评价 

2.3.1  线性范围、检出限、定量限 
为考察方法线性, 按照上述的仪器条件, 将系列标准

工作溶液按照浓度由低到高依次经过 GC-MS 测定, 以 3-
氰基吡啶质量浓度(X)为横坐标, 以其定量离子的峰面积(Y)
为纵坐标, 绘制标准曲线。以 3 倍信噪比(S/N=3)和 10 倍信

噪比(S/N=10)对应空白样品添加浓度得到方法检出限(limit 
of detection, LOD)和定量限(limit of quantification, LOQ)。
结果表明, 3-氰基吡啶在 0.1~10.0 mg/L 范围内线性良好, 
线性相关系数 R2=0.9999, 线性方程为 Y=888129.7X+ 
1275.7; LOD 和 LOQ 分别为 0.04 和 0.12 mg/kg。对应定量

离子的提取离子色谱图见图 5。 
2.3.2  回收率和精密度 

选用空白油菜蜂蜜样品 , 分别进行 3 个浓度水平

(0.12、0.24、1.20 mg/kg)的加标回收实验, 每个浓度水平

进行 6 次重复实验, 按照上述优化后的前处理方法和仪器

条件进行检测, 由表 1 可知, 3-氰基吡啶的平均回收率范围

为 93.7%~100.2%, 精密度范围为 2.3%~5.4%。表明该方法

的回收率和精密度良好, 可以满足实际样品的检测要求, 
适用于蜂蜜中 3-氰基吡啶的分析检测。 

 

 

 
图 5  空白样品 LOD (a)和 LOQ (b)水平下 3-氰基吡啶的提取离子色谱图 

Fig.5  Extract ion chromatograms of 3-cyanopyridine at LOD (a) and LOQ (b) of blank sample 
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表 1  空白样品中 3-氰基吡啶的添加回收率和精密度 
结果(n=6) 

Table 1  Spiked recoveries and precisionof 3-cyanopyridine in 
blank sample (n=6) 

化合物 添加浓度
/(mg/kg) 

回收率/% 
相对标准 
偏差/% 

3-氰基吡啶 

0.12  93.9 5.4 

0.24  93.7 4.1 

1.20 100.2 2.3 

 
 

2.3.3  实际样品检测 
采用建立的方法对 2021—2023 年蜂场采集的 6 种不

同蜜源植物共 95 批次的蜂蜜样品进行定量分析检测。代表性

阳性样品色谱图见图 6, 对所有样品中 3-氰基吡啶的检测结果

进行统计, 结果见表 2 及图 7。结果表明, 枣花蜂蜜中 3-氰基

吡啶的检出率为 100.00%, 含量范围为 0.40~2.25 mg/kg。在

荆条、油菜、荔枝、椴树、洋槐蜂蜜中也检出少量 3-氰基

吡啶, 检出率分别为 80.00%、42.86%、100.00%、100.00%、

93.33%, 含量范围均在 LOD~0.15 mg/kg 之间, 对比结果发

现 3-氰基吡啶的含量在枣花蜂蜜与其他蜂蜜中存在显著差

异, 因此, 高含量 3-氰基吡啶(0.40~2.25 mg/kg)可以作为

鉴别枣花蜂蜜的潜在特征指标。 

 

 
 

图 6  代表性实际样品中检出 3-氰基吡啶的总离子流色谱图 
(1.35 mg/kg) 

Fig.6  Total ion flow chromatogram of 3-cyanopyridine detected in 
representative actual sample (1.35 mg/kg) 

 
为进一步验证 3-氰基吡啶对枣花蜂蜜真实性鉴别的

效果, 采用本研究方法对市售的 5 批次枣花蜂蜜进行检测, 
结果发现其中有 3 批次样品为真实枣花蜂蜜, 含量分别为

0.52、0.89、1.09 mg/kg, 另外 2 批次未检出 3-氰基吡啶, 可
以判定为假的枣花蜂蜜。该结果表明本方法具有良好的实

用性, 可用于枣花蜂蜜的真实性鉴别。 

表 2  实际样品中 3-氰基吡啶的含量 
Table 2  Content of 3-cyanopyridine in actual honey samples 

蜜种 X ±S/(mg/kg) NDS 含量范围/(mg/kg)

枣花蜂蜜
(n=22) 

1.30±0.45 22 0.40~2.25 

荆条蜂蜜
(n=15) 

0.09±0.03 12 ND~0.14 

油菜蜂蜜
(n=14) 

0.05±0.00 6 ND~0.05 

荔枝蜂蜜
(n=15) 

0.12±0.02 15 0.09~0.15 

椴树蜂蜜
(n=14) 

0.11±0.01 15 0.08~0.14 

洋槐蜂蜜
(n=15) 

0.09±0.02 14 ND~0.12 

注: n: 样品数量; NDS: 检出样品数量; ND: 未检出 
 
 

 
 

图 7  不同蜜种蜂蜜中 3-氰基吡啶含量 
Fig.7  Content of 3-cyanopyridine in different types of  

honey samples 

 
3  结  论 

本研究采用 HLB 固相萃取柱富集净化, 以 GC-MS 建

立了蜂蜜中 3-氰基吡啶的定量分析检测方法。实验结合蜂

蜜样品的基质特点以及 3-氰基吡啶的化学特性, 对前处理

条件进行优化, 使用外标法准确定量。同时, 通过方法学

评价考察了所建方法的有效性, 方法检出限为 0.04 mg/kg, 
平均回收率在 93.7%~100.2%之间, 相对标准偏差小于 6% 
(n=6)。本方法操作简单, 检测时间短, 回收率和精密度都

满足检测需要, 适用于蜂蜜中 3-氰基吡啶的分析测定。并

且通过对 95批次实际样品的检测, 确定高含量 3-氰基吡啶

(0.40~2.25 mg/kg)可作为枣花蜂蜜的潜在特征指标, 为枣

花蜂蜜的质量真实性评价以及品质优劣判别提供了准确有

效的方法以及必要的技术支撑。 
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