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蜂蜜黄酮类化合物检测方法建立及其在云南
5种特色蜂蜜中的分布
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(1.云南省农业科学院蚕桑蜜蜂研究所，云南 蒙自 661101；
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摘  要：建立蜂蜜中芦丁、杨梅酮、槲皮素、莰菲醇4种黄酮化合物含量的固相萃取-高效液相色谱检测方法。

蜂蜜样品用pH2的盐酸溶液溶解、离心后，用Oasis HLB固相萃取柱吸附与净化，4种黄酮经VP-ODS色谱柱

(150mm×4.6mm，5µm)分离，紫外检测器检测，检测波长270nm。流动相为甲醇-水(pH3.0)(60:40，V/V)，流速

0.7mL/min。检出限：芦丁、杨梅酮均为0.05mg/kg，槲皮素、莰菲醇均为0.04mg/kg；回收率：芦丁91%～92%、杨

梅酮82%～85%、槲皮素84%～86%、莰菲醇86%～89%。分析云南省的5种特色蜂蜜样品，结果表明不同品种蜂蜜

中4种黄酮类化合物含量差异显著，显示蜂蜜黄酮类化合物含量可作为鉴别蜂蜜品种的一个指标。
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Establishment of Determination Method for Flavonoids in Honey and Distribution of Flavonoids in 

5 Kinds of Characteristic Honey from Yunan
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Abstract：A method for the determination of flavonoids in honey by SPE/HPLC was developed. The sample was extracted 

with acidified water (pH 2) and centrifuged, then enriched and cleaned-up by oasis HLB. The chromatographic separation 

was conducted on a VP-ODS (150 mm × 4.6 mm, 5 µm) column at the detection wavelength of 270 nm. The elution 

was completed by the mobile phase composed of methanol and water (pH 3) at the ratio of 60:40 (V/V) at the flow rate of 

0.7 mL/min. The detection limits were 0.05 mg/kg for rutin and myricetin, and 0.04 mg/kg for quercetin and kaempferol, 

respectively. The recovery rates of rutin, myricetin, quercetin and kaempferol were 91%–92%, 82%–85%, 84%–86% and 

86%–89%, respectively. Five kinds of characteristic honey from Yunnan were detected to reveal a significant difference in 

flavonoids. Therefore, flavonoids may be as the markers for the identification of honey.
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黄酮类化合物主要分布于植物界，具有抗氧化[1-2]、

抗癌[3-6]、抗菌[7]、抗炎[8]等生物学活性。蜂蜜是蜜蜂采集

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。蜂蜜不仅是营养丰富的滋

补食品，而且具有极好的抗氧化[9-10]、抗菌功效，这些功

效与其含有的黄酮类化合物有密切关系。蜂蜜中的黄酮

类化合物主要来自蜜源植物的花蜜、花粉或蜂胶。不同

单花种蜂蜜中的黄酮类化合物种类和含量差别很大[11-12]，

建立相应的检测方法在单花种蜂蜜识别和蜂蜜掺假鉴定

方面具有重要的意义。

蜂蜜中黄酮的提取方法主要有液-液萃取法 [13-14]、

大孔树脂吸附法[15-16]、固相萃取法[17-19]等。液-液萃取法

操作简单，但净化效果稍差。大孔树脂吸附法需要自己

填充层析柱和用大量的试剂洗脱，比较耗时；固相萃取

法以操作方法简便，所需试剂较少等优点作为分析检测

常用技术之一 [20]。Michalkiewicz等 [17]比较了多种固相
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萃取柱提取蜂蜜中的酚酸和芦丁、槲皮素和莰菲醇的优

缺点。本实验研究Oasis HLB固相萃取-高效液相色谱法

检测蜂蜜中黄酮含量的方法，能用于日常大批量样品的

检测。

云南省地理条件复杂，气候类型丰富多样，区域差

异非常明显，在此条件下孕育出了丰富的蜜源植物，养

蜂条件优越，出产的蜂蜜品种较多，但关于蜂蜜中黄酮

类化合物含量的报道较少，本研究选取5种蜂蜜样品，采

用所建立的Oasis HLB固相萃取-高效液相色谱法测定其黄

酮类化合物的含量，以期为开发云南的特色蜂蜜提供一

定的参考数据。

1 材料与方法 

1.1 材料与试剂

蜂蜜样品：苕子蜜产自云南省弥勒县；石榴蜜、桉

花蜜产自云南省蒙自县；杜鹃蜜产自云南省建水县；野

坝子蜜产自云南省大姚县。样品采集后置于－18℃冰箱

保存。

标准品(纯度)：芦丁(98%)、杨梅酮(98%)、槲皮素

(98%)、莰菲醇(98%) 上海融合医药科技有限公司；甲

醇(色谱纯) 美国Fish公司；甲醇、磷酸、盐酸(均为分

析纯) 西陇化工股份有限公司。

1.2 仪器与设备

LC-10ATVP高效液相色谱仪、SPD-10AVP紫外检测器   

日本岛津公司；固相萃取装置 北京成萌伟业科技有限

公司；Oasis HLB cartridge固相萃取柱 美国Waters公

司；AL-204电子天平 梅特勒-托利多仪器有限公司；

HY-5回旋振荡器 常州国华电器有限公司；xw-80A旋

涡混合器 上海精科实业有限公司。

1.3 色谱条件

VP-ODS色谱柱 (150mm×4.6mm，5µm)；柱温

30℃；进样量10µL；流动相为甲醇 -水 (用磷酸调至

pH3)=60:40(V/V)，等度洗脱；流速0.7mL/min；检测波

长：270nm。

1.4 标准溶液的配制

分别称取0.025g芦丁、杨梅酮、槲皮素、莰菲醇标

准品到25mL容量瓶中，用甲醇溶解并定容至刻度，配制

成1.0mg/mL的混合标准储备液。

用混合标准储备液配制10mL质量浓度分别为2.0、

10.0、50.0、200.0µg/mL的混合标准溶液系列。

1.5 样品处理

参照Michalkiewicz等[17]报道的前处理条件，准确

称取10g蜂蜜于100mL三角瓶中，加入30mL pH2的盐酸

溶液，振荡提取1h，把提取液倒入50mL离心管中，用

3mL pH2的盐酸溶液3次洗三角瓶并转入上述离心管中，

7000r/min离心10min，取上清液到预处理好的Oasis HLB

固相萃取柱中(固相萃取柱的预处理：分别加入5mL甲醇

和10mL pH2的盐酸溶液)，用10mL水洗固相萃取柱后用

真空泵抽干萃取柱，用甲醇洗脱，收集洗脱液20mL，

40℃旋转蒸发至干，加入1mL甲醇溶解，用0.45µm滤膜

过滤，待高效液相色谱分析。

2 结果与分析

2.1 流动相的选择

用甲醇与水(用磷酸调至pH3)的几个配比作为流动

相，分别为60:40、55:45、58:42，发现甲醇-水(用磷酸调

至pH3)为60:40时分离效果最佳，受杂质干扰小，出峰时

间适宜，结果见图1。
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图 1 标准样品色谱图

Fig.1 Chromatogram of standard solutions

2.2 固相萃取洗脱液的选择

由于Oasis HLB采用亲水亲脂平衡的聚合物作为固定

相对酸碱和中性化合物有好的吸附作用，通常为反相吸附

原理，因此考察体积分数60%、80%、100%的甲醇溶液作

洗脱液，研究Oasis HLB柱对黄酮类化合物的洗脱效果，

通过对标准溶液的加标回收率可知100%的甲醇才能把4种

黄酮物质完全洗脱，因此选择100%甲醇作为洗脱剂。

2.3 精密度实验和检出限

精密吸取芦丁、杨梅酮、槲皮素、莰菲醇质量均为

10µg/mL的混合标准溶液，平行测定5次，然后计算各

组分峰高的相对标准偏差(RSD)分别为1.04%、0.73%、

0.38%、0.85%。检出限LOD(RSN=3)芦丁、杨梅酮均为

0.05mg/kg，槲皮素、莰菲醇均为0.04mg/kg。

2.4 重复性实验

称取石榴花蜂蜜样品5份，每份10g，按1.5节样品

处理方法操作，测定峰高，计算含量，结果芦丁、杨

梅酮、槲皮素、莰菲醇的RSD分别为2.03%、1.93%、

2.13%、1.52%。

2.5 回收率实验

往已知含量的石榴花蜂蜜样品中加入已知质量浓度的

芦丁、杨梅酮、槲皮素、莰菲醇标准液，按样品处理方法

操作，色谱条件不变，计算各自的回收率，结果见表1。
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表 1 样品加标回收率

Table 1 Recovery rates of spiked flavonoid standards in samples 

待测组分 样品中含量/(mg/kg) 加入量/(mg/kg) 测得量/(mg/kg) 回收率/%

芦丁 9.61

0.5 10.07 92

1.0 10.52 91

2.0 11.42 91

杨梅酮 1.24

0.5 1.65 82

1.0 2.06 82

2.0 2.93 85

槲皮素 4.15

0.5 4.57 84

1.0 5.01 86

2.0 5.83 84

莰菲醇 0.45

0.5 0.88 86

1.0 1.34 89

2.0 2.19 87

2.6 样品检测结果

按相同的色谱条件检测5个品种的蜂蜜样品中的4种

黄酮类化合物含量，每个品种10个样品，每个样品重复

测定2次，数据处理用SPSS 17.0，结果见表2，样品色谱

图见图2。
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图 2 5种蜂蜜样品色谱图

Fig.2 Chromatogram of five kinds of characteristic honey

表 2 蜂蜜中黄酮类化合物含量

Table 2 Flavonoids in honey samples

mg/kg

蜂蜜名称 样品数量 芦丁含量 杨梅酮含量 槲皮素含量 莰菲醇含量 4种黄酮总量

石榴蜜 10 9.65±0.05cC 1.29±0.07bB 4.17±0.06D 0.45±0.04dD 15.55±0.03D

苕子蜜 10 5.87±0.06dD 1.37±0.04bB 3.80±0.01E 0.44±0.01dD 11.47±0.06E

杜鹃蜜 10 11.57±0.11bB 1.06±0.04cC 7.64±0.04A 1.73±0.01aA 21.99±0.12A

桉花蜜 10 9.76±0.04cC 0.94±0.04dC 6.12±0.05B 0.65±0.02cC 17.45±0.03C

野坝子蜜 10 12.20±0.16aA 2.16±0.04aA 4.95±0.02C 1.57±0.04bB 20.87±0.13B

注：同列大写字母不同表示差异极显著(P＜ 0.01) ；小写字母不同表示差

异显著(P＜ 0.05)。

由表2可知，5种蜂蜜中黄酮类化合物含量差异显

著，芦丁含量野坝子蜜中最高(12.20mg/kg)，苕子蜜中最

低(5.87mg/kg)；杨梅酮含量野坝子蜜中最高(2.16mg/kg)，

桉花蜜中最低(0.94mg/kg)；槲皮素含量杜鹃蜜中最高

(7.64mg/kg)，苕子蜜中最低(3.80mg/kg)；莰菲醇含量杜

鹃蜜中最高(1.73mg/kg)，苕子蜜、石榴蜜中最低(0.44、

0.45mg/kg)。4种黄酮总量最高的是杜鹃蜜(21.99mg/kg)，

最低的是苕子蜜(11.47mg/kg)。不同品种蜂蜜黄酮类化合

物含量的差异显示黄酮类化合物含量可作为鉴别蜂蜜品

种的一个指标。

3 结 论

用固相萃取-高效液相色谱法检测云南省5种特色

蜂蜜样品中均含有芦丁、杨梅酮、槲皮素、莰菲醇4

种黄酮类成分，含量：芦丁5.87～12.2mg/kg、杨梅酮
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0.94～2.16mg/kg、槲皮素3.80～7.64mg/kg、莰菲醇

0.44～1.73mg/kg。本方法简便、快速，可用于检测蜂蜜

中芦丁、杨梅酮、槲皮素、莰菲醇4种黄酮类成分的测

定。蜂蜜中黄酮类化合物含量丰富，初步结果显示，不

同蜂蜜中差异明显，可作为鉴别蜂蜜品种的一个评价指

标。但要准确全面的分析蜂蜜中黄酮类化合物，确定黄

酮类化合物能否确实用于鉴别蜂蜜品种，还需要进一步

的研究。
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