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UPLC-MS/MS 法分析 3 种蜂蜜及其蜜源花中的特征黄酮类组分 *

程巧鸳 1，王笑笑 2**

（1．浙江省食品药品检验研究院，杭州 310052；2．衢州市食品药品检验研究院，衢州 324002）

摘要　目的：分析柑橘、油菜和紫云英蜜中的特征黄酮类组分。方法：采用 UPLC-MS/MS 同时分析油菜蜜、

紫云英蜜和柑橘蜜及其蜜源花中的黄酮类组分。色谱柱采用 Inertsil ODS-3 柱（2.1 mm×75 mm，2 μm），

柱温 40 ℃，以甲醇 -0.02% 甲酸为流动相梯度洗脱，流速为 0.4 mL·min-1；以儿茶酸、表儿茶酸、芦丁、芸

香柚皮苷、桑黄素、杨梅素、山柰酚、生松素等 16 个黄酮类对照品作为对照，采用电喷雾离子源（ESI），多

反应监测（MRM）进行分析。结果：不同蜜源蜂蜜中的特征黄酮类组分及其含量（从高到低排列）有所

不同：柑橘蜜的特征组分有柚皮素、木犀草素、芹菜素和汉黄芩素；油菜花蜜的特征组分有柚皮素、槲皮素

和汉黄芩素；紫云英蜜的特征组分有槲皮素、山柰酚、芹菜素和汉黄芩素。结论：该方法灵敏度高，以蜜源

花作为“对照”寻找蜂蜜中的特征成分具有数据可靠、可溯源性，并对蜜源花中化学成分的分析具有指导 
意义。
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Analysis of characteristic flavonoids in three kinds of honey and  
nectar flowers by UPLC-MS/MS *
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Abstract  Objective：To analyze the characteristic flavonoids in citrus，canola flower and milk vetch honeys．
Methods：The flavonoids in canola flower honey，milk vetch honey，citrus honey and their nectar flowers were 
simultaneously analyzed by UPLC-MS/MS．The samples were analyzed on an Inertsil ODS-3 column（2.1 mm×75 
mm，2 μm），eluted with methanol-0.02% formic acid solution as mobile phase in gradient mode at a flow rate of 
0.4 mL·min-1，the column temperature was controlled at 40 ℃ and the injection volume was 2 μL；electrospray 
ionization（ESI）source was applied and operated in the negtive or positive multiple reaction monitoring（MRM）

mode，16 flavonoids were used as reference，such as catechin，epicatechin，rutin，narirutin，morin，myricetin， 
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kaempferol，pinocembrin etc．Results：The characteristic components and their contents（from highest to lowest）
were different in different nectar honey：characteristic components in citrus honey were naringenin，luteolin，
and apigenin wogonin；canola flower honey had naringenin，quercetin and Wogonin；and milk vetch honey had 
quercetin，kaempferol，apigenin and wogonin．Conclusion：The method with flowers as a “control” to find 
honey’s characteristic component is sensitive，reliable，and traceable．The developed method was helpful to 
analyze the chemical components in flower nectar.
Keywords：canola flower honey ；citrus honey；milk vetch honey；flavonoids；naringenin；quercetin；kaempferol；
apigenin；wogonin；luteolin；UPLC-MS/MS

ODS-3 色谱柱（2.1 mm×75 mm，2 μm；填料为十八

烷基硅烷键合硅胶；岛津公司）；成都超纯科技有限

公司 UPT-Ⅱ-10T 型制水器；梅特勒 - 托利多公司

XS-205 型电子天平；梅特勒 - 托利多公司 ME1002E
型电子天平。

儿茶素（批号 877-200001，纯度 100%）、表儿茶

素（批号 110878-200102，纯度 100%）、芦丁（100080-
200707，供含量测定用纯度为 90.5%）、木犀草素（批号

111520-200504，100%）、芹菜素（批号 111901-201102，
纯度 99.6%）、染料木素（批号 111704-201302，纯度

99.1%）；高良姜素（批号 111699-200501，纯度 100%）；

汉黄芩素（批号 1514-200202，供鉴别用）购于中国食

品药品检定研究院；白杨素（批号 00003620-001，仅供

定性用）、槲皮素（批号 00017030-566，纯度 95.0%）、

山柰酚（批号 00011021-901，纯度 97.7%）、生松素

（批号 00016840-158，仅供定性用）、杨梅素（批号

00013921-524，纯度 95.3%）、桑黄素（批号 00013896-
415，纯 度 91.0%），柚 皮 素（纯 度 00014205-603，纯

度 98.7%）购于 ChromaDex 公司；芸香柚皮苷（批号

MUST-13041206，纯度≥98%）购于中国科学院成都

生物研究所。超纯水（用于配制流动相）和蒸馏水均

由 UPT-Ⅱ-10T 型制水器当日制备，电阻率 >18 mΩ；

D101 型大孔吸附树脂（净品型），天津市海光化工有限

公司；甲醇为色谱纯，其他试剂均为分析纯。

本文中所用蜂蜜分别由浙江千红蜂产业有限公

司（简称千红）、浙江江山恒亮蜂产品有限公司（简称

恒亮）、胡氏蜂蜜、金华蜂农、董家蜂农和姜氏蜂农处

分批购入。所用油菜花、柑橘花和紫云英花由本人亲

自采摘或蜂农提供。另有玫瑰花蜜是从市场上购买，

用于蜂蜜的提取回收率和基质效应等方法学验证试

验。具体信息见表 1。

蜂蜜是指蜜蜂采集植物的花蜜、分泌物或蜜露，

与自身分泌物结合后，经充分酿造而成的天然甜物 
质［1］。蜂蜜营养物质丰富，主要包括碳水化合物、蛋

白质、矿物质、维生素、有机酸、黄酮、酚酸、酶和其他

的植物化学物质［2］。其中黄酮类成分含量较微，但

种类繁多，包括黄酮、黄酮醇、二氢黄酮、异黄酮、花色

素类及黄烷 -3，4- 二醇类等，是一类广泛存在于植

物中的次生代谢产物［3］，是很好的植物源标记物，其

中黄酮化合物的种类受其植物来源的影响。目前，在

不同蜂蜜中发现的黄酮类成分已经有几十余种，包括

苷元和苷类成分，如：Martos 等［4-5］发现澳大利亚的

灌木凝胶蜜和桉树蜜中均含有槲皮素、毛地黄黄酮和

山柰酚，但灌木凝胶蜜中不含五羟基黄酮；Yao 等［6］

发现澳大利亚和欧洲桉树蜜中均含有五羟基黄酮、槲

皮素和木樨草素等。但是，比较少发现有一种黄酮类

化合物在某种蜜中独有的情况，大多数都是以某组化

合物的形式出现。王笑笑等［7］以洋槐花作为“对照

药材”同时分析洋槐蜜与洋槐花中的黄酮类组分时

发现洋槐蜜与洋槐花中同时含有柚皮素、槲皮素、木

犀草素、染料木素、山柰酚、芹菜素和汉黄芩素，且在

含量上存在一定的相关性，并指出以蜜源花作为“对

照药材”寻找蜂蜜中的特征黄酮类组分具有一定的

可行性意义。本文以柑橘蜜、油菜蜜和紫云英蜜及其

蜜源花作为研究对象，寻找各自的共有组分，并比较

三者之间的差异性。

1　仪器与试药

液质联用仪由岛津公司 LC-30AD 型超高效液

相系统和 LCMS-8040 型三重四极杆串联质谱仪组

成，配有 Nexera X2 LC-30AD 二元高压梯度泵、SIL-
30AC 自动进样器、CTO-20AC 柱温箱、电喷雾离子

源、PEAK 氮气发生器和 Lab Solution 工作站；Inertsil 
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表 1　蜂蜜及蜜源花样本信息汇总

Tab. 1　Information of honeys and their related flowers

编号（No.）
样品

（sample）
供应商

（supplier）
产地

（origin）
批号

（batch）

1 油菜蜜（canola flower honey） 姜氏蜂蜜（Jiang honey） 衢州（Quzhou） 20150328
2 油菜蜜（canola flower honey） 胡氏蜂蜜（Hu honey） 永康（Yongkang） 20160402
3 油菜蜜（canola flower honey） 姜氏蜂蜜（Jiang honey） 江苏（Jiangsu） 20160406
4 油菜花（canola flower） 姜氏蜂蜜（Jiang honey） 江山（Jiangshan） 20160328
5 柑橘蜜（citrus  honey） 恒亮（Hengliang） 衢州（Quzhou） 20151030
6 柑橘蜜（citrus  honey） 董家蜂蜜（Dong honey） 衢州（Quzhou） 20150521
7 柑橘蜜（citrus  honey） 金华蜂农（Jinhua beekeepers） 衢州（Quzhou） 20150428
8 柑橘花（citrus flower） 自筹（owned） 衢州（Quzhou） 20160322
9 紫云英蜜（milk vetch honey） 恒亮（Hengliang） 福建（Fujian） 20150410

10 紫云英蜜（milk vetch honey） 恒亮（Hengliang） 福建（Fujian） 20160416
11 紫云英（milk vetch） 自筹（owned） 永康（Yongkang） 20160407
12 玫瑰花蜜（rose honey） 青海合作社（Qinghai cooperatives） 未知（unknown） 20141216

2　方法与结果

2.1　色谱条件

色谱柱：Inertsil ODS-3（2.1 mm×75 mm，2 μm）；流

动相：甲醇（A）-0.02% 甲酸水溶液（B），梯度洗脱（0~5 
min，2%A → 15%A；5~10 min，15%A → 17%A；10~15 
min，17%A → 32%A；15~30 min，32%A → 42%A；30~40 
min，42%A；40~45 min，42%A → 50%A；45~50 min，
50%A → 65%A；50~55 min，65%A → 70%A；55~56 min，
70%A → 2%A；56~58 min，2%A）；流速：0.4 mL·min-1；

柱温：40 ℃ ；进样量：2 μL。
2.2　质谱条件

采用电喷雾离子源（ESI），多反应监测（MRM），

离子源参数设置：雾化气流量 3 L·min-1，脱溶剂温

度 250 ℃，加热块温度 400 ℃，载气流量 15 L·min-1；

不同对照品的母离子质量数（Q1）m/z、子离子质量数

（Q3）m/z、驻留时间（dwell time）、Q1 Pre Bias、碰撞电

压（CE）和 Q3 Pre Bias 具体情况见表 2。

表 2　质谱参数值

Tab. 2　Parameters of mass spectrometry

化合物

（compound）
保留时间

（retention time）/min
母离子（parent ion）

（Q1），m/z
子离子（daughter 

ion）（Q3），m/z
驻留时间

（dwell time）/ms
Q1 Pre 
Bias/V

碰撞电压（collision 
energy，CE）/V

Q3 Pre 
Bias/V

儿茶素（catechin） 7.66 289.00 109.00 91.0 10.0 23.0 20.0

表儿茶素（epicatechin） 11.86 289.00 123.00 91.0 10.0 27.0 21.0

芸香柚皮苷（narirutin） 18.64 578.80 151.00 91.0 20.0 42.0 15.0

芦丁（rutin） 19.60 608.90 300.00 91.0 22.0 38.0 32.0

桑黄素（morin） 23.42 301.00 125.00 91.0 11.0 21.0 24.0

杨梅酮（myricetin） 21.61 316.90 136.90 91.0 22.0 27.0 24.0

柚皮素（naringenin） 26.76 270.90 150.90 91.0 20.0 18.0 28.0

槲皮素（quercetin） 27.18 301.00 151.00 91.0 22.0 22.0 29.0

染料木素（genistein） 29.03 269.00 133.00 91.0 19.0 30.0 23.0

木犀草素（luteolin） 29.53 284.90 150.70 91.0 20.0 28.0 28.0

山柰酚（kaempferol） 33.85 284.90 184.00 91.0 10.0 30.0 20.0

芹菜素（apigenin） 35.40 268.90 150.90 91.0 19.0 24.0 25.0

生松素（pinocembrin） 43.61 255.00 151.00 91.0 18.0 22.0 15.0

汉黄芩素（wogonin） 47.12 285.00 270.00 91.0 -15.0 -26.0 -28.0

白杨素（chrysin） 48.36 252.90 143.10 91.0 18.0 27.0 13.0

高良姜素（galangin） 49.38 269.00 141.00 91.0 19.0 28.0 26.0
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2.3　混合对照品储备液的配制  
分别精密称取儿茶素、表儿茶素、桑黄素和山柰

酚的对照品适量，置同一 100 mL 量瓶中；其余 12 种

对照品分别以甲醇为溶剂配制成一定浓度的对照品

溶液，再精密量取 1 mL 置上述 100 mL 量瓶中，加

甲醇溶解并稀释至刻度，摇匀，制成含儿茶素 83.5  
μg·mL-1，表儿茶素 56.2 μg·mL-1，芸香柚皮苷 4.76  
μg·mL-1，芦丁 1.307 μg·mL-1，桑黄素 40.2 μg·mL-1，

杨梅素 9.00 μg·mL-1，柚皮素 0.69 μg·mL-1，槲皮素

4.495 μg·mL-1，染料木素 4.055 μg·mL-1，木犀草素

3.665 μg·mL-1，山柰酚 163.0 μg·mL-1，芹菜素 1.072 
μg·mL-1，生松素 1.18 μg·mL-1，汉黄芩素 0.353 μg·mL-1，

白杨素 2.925 μg·mL-1，高良姜素 11.12 μg·mL-1 的混

合溶液，即得。

2.4　蜜源的提取纯化

样品处理方法参考了文献［2-3］中蜂蜜的提取

方法：取蜂蜜 100 g，加入 pH 为 2.0 的盐酸溶液 500 
mL，搅拌溶解后用盐酸溶液调节 pH 至 2.0，再加入已

处理好的 D101 型大孔吸附树脂（粒度范围 0.3~1.2 
mm）150 g，搅拌 10 min，装柱，用酸水（盐酸调节 pH
至 2.0 的水溶液）250 mL 和蒸馏水 300 mL 先后冲洗

柱子除去糖及其他组分，再用甲醇 400 mL 以每秒 1~
２滴的流速解吸附，收集甲醇，40 ℃低温旋转蒸干；

最后用蒸馏水 10 mL 溶解，水溶液用乙醚（10、10、10 
mL）提取纯化 3 次，合并乙醚液，水浴蒸干，甲醇溶

解至 10 mL 量瓶中，摇匀，用微孔滤膜（0.22 μm）滤

过，取续滤液作为供试品溶液。供试品的总离子流

（TIC）色谱图见图 1。

1. 儿茶素（catechin）　2. 表儿茶素（epicatechin）　3. 芸香柚皮苷（narirutin）　4. 芦丁（rutin）　5. 杨梅酮（myricetin）　6. 桑黄素（morin）　7. 柚

皮素（naringenin）　8. 槲皮素（quercetin）　9. 染料木素（genistein）　10. 木犀草素（luteolin）　11. 山柰酚（kaempferol）　12. 芹菜素（apigenin） 

13. 生松素（pinocembrin）　14. 汉黄芩素（wogonin）　15. 白杨素（chrysin）　16. 高良姜素（galangin）

图 1　16 个黄酮类化合物的总离子流图

Fig. 1　The total ion chromatography of 16 flavonoids

2.5　蜜源花的提取

蜜源花的提取参照王笑笑、颜伟华等的报道［7］：

取自然阴干的样本 2.0 g，粉碎过 2 号筛，加入 pH 
2 的酸水溶液 80 mL，加热提取 1 h，放冷，滤过，滤

液加入 D101 型大孔吸附树脂 150 g，搅拌 10 min，
装柱，先用蒸馏水 300 mL 冲洗柱子，再用甲醇 400 
mL 以每秒 1~2 滴的流速解吸附，收集甲醇，40 ℃低

温旋转蒸干，采用甲醇溶解至 10 mL 量瓶中，定容 
即得。

2.6　方法学考察

本次实验方法学的考察内容主要有：最低检测

限、最低定量限、线性、精密度、稳定性、蜂蜜的提取回

收率和基质效应等，考察结果具体参照王笑笑等［8］

的研究报道。

2.7　样本测定

按照“2.4”和“2.5”项下方法制备供试品溶液，

按上述色谱与质谱条件分别进样 2 μL，以外标法计

算各黄酮类组分含量，结果见表 3。
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3　分析与讨论

3.1　油菜花与油菜花蜜检测结果

从表 3 可以看出：油菜花蜜和油菜花中同时检

出柚皮素、槲皮素和汉黄芩素；油菜蜜中槲皮素的含

量较高，柚皮素较低，汉黄芩素少量；油菜蜜中检出

少量生松素、白杨素和染料木素，而花中未检出，其

中生松素和白杨素应该是由蜜蜂从蜂蜡或蜂胶蜂巢

中带入［9］；油菜花蜜 1 和 3 检出了大量的山柰酚，油

菜花蜜 2 中未检出，而油菜花中未检出，首先，不同批

次油菜花中山柰酚的含量不同可能与地域或采收期

有关，也可能与蜂蜜的质量有关，而蜜源与蜜源花间

含量差异大，可能与花中含有大量山柰酚的苷类成

分有关。邢建军等［10］曾采用离子阱液质联用仪检测

出 10 种黄酮类化合物和 4 种未知化合物，杨洁［11］采

用 HPLC-ESI-MS/MS 在油菜蜜中检出 17 种黄酮类

化合物（经外标法比较得出的有 6 种，经质谱分析得

出的有 9 种，还有 2 种不确定）。两者与本次分析结

果交叉一致的有 9 种，包括柚皮素、槲皮素、木犀草

素、汉黄芩素、山柰酚、芹菜素、高良姜素、白杨素和生

松素等，本次实验同时做了定量分析，定量结果与齐

桂平等［12］采用 HPLC-ECD 法测定油菜蜜中 5 种酚

类化合物含量和杨洁［12］采用 HPLC 法建立油菜蜜的

指纹图谱结果相似：山柰酚和槲皮素的含量在已知

黄酮类物质中所占比例较大。杨洁［11］采用 HPLC-
ESI-MS/MS 分析油菜蜜中黄酮类组分结果发现采用

XAD-2 树脂分离得到的样本中未检出杨梅酮，采用

超声波法在油菜花粉中检出柚皮素、槲皮素和山柰

酚、未检出生松素，而本次使用的油菜花未将花和花

粉分开进行检测，油菜花又是富含花粉的花，故不论

是油菜蜜还是油菜花的检测结果均与杨洁的检测结

果相似。同时，本次实验还对染料木素进行了定性和

定量分析，发现在油菜蜜中检出了少量的染料木素，

但花和花粉中均未检出，是第一次在油菜蜜中鉴定出

来的黄酮类物质，其能否成为油菜蜜的标记物需要大

量的样本进一步确定。

3.2　柑橘花与柑橘蜜检测结果

本次实验中，在柑橘蜜与柑橘花中同时检出柚皮

素、木犀草素、芹菜素和汉黄芩素；在柑橘花中检出大

量的芸香柚皮苷、芦丁、柚皮素和木犀草素，少量的芹

菜素和汉黄芩素，未检出槲皮素、染料木素、山柰酚、

白杨素、生松素和高良姜素；在柑橘蜜中检出大量的

槲皮素、山柰酚、汉黄芩素和高良姜素，少量的柚皮

素、木犀草素、芹菜素和白杨素，此检测结果与 Isabel 
Escriche 等［13］的检测结果相似。芦丁的苷元为槲皮

素，这是柑橘花中未检出槲皮素而柑橘蜜中检出大量

槲皮素的原因。柑橘蜜中的汉黄芩素含量相对其他

成分较少，但与其他蜜源蜂蜜中的汉黄芩素含量相比

要高很多，故也可作为柑橘蜜的特征性组分之一［8］。

3.3　紫云英花与紫云英蜜检测结果　紫云英蜜与紫

云英花中同时检出大量的槲皮素和山柰酚，少量的芹

菜素和汉黄芩素；在紫云英蜜中还检出了少量的木

犀草素和大量的生松素、白杨素、高良姜素；在紫云

英花中检出了少量的染料木素。而孙崇臻等［14］在紫

云英蜜中检出大量的杨梅酮和槲皮素，检出少量的

柚皮素、木犀草素和山奈酚，未检出芹菜素；郭夏丽 
等［15］在紫云英蜜中检出的木犀草素、山奈酚、生松

素、染料木素和白杨素的含量以及未检出槲皮素和芹

菜素等，均与本次实验结果有较大的差异。还有更为

特殊的成分——染料木素：洋槐蜜和洋槐花中同时

检出较多的染料木素；而仅在油菜蜜和紫云英花中

检出少量的染料木素，那么，染料木素在不同蜜源蜂

蜜中的存在情况如何？这些都有待收集更多的蜂蜜

样本进行统计分析才能进一步确认。

3.4　展望

此次通过同时分析蜜源花及其蜂蜜发现：有些

蜂蜜中大量存在的黄酮苷元在花中的含量较少，如柑

橘蜜和紫云英蜜中的槲皮素，油菜花蜜中的山柰酚

等，都是花中量低或极少而蜜中大量检出。其中槲皮

素的含量高是因为花中芦丁等以槲皮素为苷元的糖

苷类化合物经水解酶水解而成。而油菜花中的山柰

酚的来源经查阅文献发现主要来自于油菜花粉。杨

必成等［16］研究发现酶发酵破壁法和酸水解处理对黄

酮类成分影响极大，未经酸水解的未破壁花粉中槲皮

素、山柰酚和异鼠李素的含量极低，而经破壁或酸水

解处理后三者的含量以 10~70 倍比例升高，且含量

以山柰酚最高，槲皮素其次，异鼠李素较低。这与本

次研究结果相似：油菜花蜜中槲皮素含量略低于山

柰酚，但其中酸水解前后苷元的含量变化与本次实验

结果有一定的差异，这可能与提取方法不同有关。由

此发现本次实验采用 pH 为 2 的盐酸水溶液提取蜜

源花中的黄酮类成分的方法还有待进一步的改进。

本方法采用 UPLC-MS/MS 法同时分析不同蜜源

及其蜜源花中的黄酮类组分，分析结果再一次验证了

以蜜源花作为“对照”研究蜂蜜中的黄酮类组分具有
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一定的意义：①寻找共有组分作为特征性组分具有

更可靠性；②蜂蜜中黄酮类组分及其含量的数据来

源具有可追溯性；③可以从两者之间的差异性发现

差异的来源并可作为下一步研究的依据。该方法专

属性强、灵敏度高，但也存在着无法对未知化合物进

行准确鉴定的缺陷，需要更为高端的仪器加入此领域

的检测行列。
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