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高效液相色谱-电化学检测指纹图谱鉴别 
3 种单花种蜂蜜花源

贺 琼1，何亮亮1，康予馨1，程 妮1,2，吕新刚1,2，曹 炜1,2,*
（1.西北大学化工学院食品科学与工程系，蜂产品应用技术研究中心，陕西 西安 710069；

2.陕西省蜂产品工程技术研究中心，陕西 西安 710065）

摘  要：基于高效液相色谱-电化学检测器（high performance liquid chromatography-electrochemical detection，
HPLC-ECD）技术建立一种新的蜂蜜花源鉴别方法。以采自中国不同地区的3 种单花种蜂蜜为研究对象，构建了

3 种单花种蜂蜜的HPLC-ECD指纹图谱，提取HPLC-ECD图谱共有峰面积信息并应用主成分分析和系统聚类分析进

行蜂蜜花源分类，并对完全未参与建模的蜂蜜样品进行验证。结果表明，45 个蜂蜜样品（枸杞蜜、荆条蜜、荔枝

蜜各15 个），均可通过主成分分析和系统聚类分析按照其花源正确分类，正确率达到100%。该蜂蜜花源鉴别的模

型对完全未参与建模的枸杞蜜、荆条蜜和荔枝蜜样品的正确预判率可达到100%、80%和100%。研究表明，HPLC-
ECD指纹图谱技术应用主成分分析和系统聚类分析可以作为一种快速、准确、绿色的判别蜂蜜花源的方法。
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Abstract: A novel method for the identification of the floral origins of honeys was established by high performance liquid 

chromatography with electrochemical detection (HPLC-ECD). The HPLC-ECD fingerprints of three monofloral honeys 

collected from different areas of China were established. From the HPLC-ECD fingerprints, the areas of the common peaks 

were obtained and principal component analysis (PCA) and hierarchical cluster analysis (HCA) were performed to classify 

45 honey samples (15 medlar honey samples, 15 vitex honey samples, and 15 litchi honey samples) according to their floral 

origins. These samples were successfully classified by PCA and HCA with 100% correct classification rates. To evaluate the 

reliability of the model based on 45 honey samples, some medlar honey, vitex honey and litchi honey samples which were 

not included in the modeling sample set were validated with correct prediction rates of 100%, 80% and 100%, respectively. 

The results indicated that HPLC-ECD combined with PCA and HCA may be used as a fast, accurate and environmentally 

safe method to differentiate honeys according to their floral origins. 
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蜂蜜是一种由蜜蜂采集植物的花蜜或其分泌物后，

在体内经自身的酶和特殊物质的加工酿造而成的天然甜

味物质[1]。自古以来，蜂蜜就是一种药食同源的佳品，不

仅富含葡萄糖、果糖、氨基酸、有机酸、维生素、矿物

质等营养成分[2-4]、还具有较高的药用价值和保健作用，

包括抗氧化、抗衰老、抑菌消炎、保护心脑血管、增强

免疫系统等多种功效[5-7]。

中国是蜂蜜的生产和消费大国，蜂蜜年产量可达 

30 万～40万 t，国内市场需求量达20万 t[8-9]，此外，中

国还是一个蜂蜜出口大国，仅2012年，中国对欧盟的蜂

蜜出口总量就可达11万 t左右[10]。然而，面对如此大的市

场需求量，我国的蜂蜜产品却一直存在质量不稳定，掺

假现象严重等现状[10]，严重影响蜂蜜市场健康有序的发

展。因此，建立可靠、高效的蜂蜜质量鉴定方法对促进

蜂蜜市场的稳定发展至关重要。

蜂蜜的质量取决于蜂蜜的色泽、成分、口感、风味

及营养价值，而这些因素均受到蜂蜜地理源和花源的直

接影响[11-12]。不同地理源和花源的蜂蜜，不仅口感和营

养价值不同，蜂蜜品质和价格也有所差异。因此，寻求

高效的蜂蜜花源或地理源鉴定方法一直是国内外学者研

究的热点。Yücel等[13]曾通过测定土耳其蜂蜜中17 种矿物

质的含量将45 个样品正确分为7 类，Rebane等[14]则根据

不同花源蜂蜜间氨基酸的差异鉴定了7 种蜂蜜的花源，

但这些方法步骤繁琐、耗时长，且人为带来的误差影响

大，结果可信度较低。于是，为了提高鉴定的可靠性，

一些新的技术手段也应用于蜂蜜的花源鉴定研究中。

Wei Zhenbo等[15]使用电流计成功把不同花源和不同地理

源的蜂蜜样品分类。Scandurra等 [16]利用电化学阻抗谱

建立了一种蜂蜜花源的鉴定方法。Escuredo等[17]和Chen 
Lanzhen等[18]采用近红外光谱进行蜂蜜花源鉴定的研究。

Sergiel等[19]采用3D荧光图谱鉴定了6 种蜂蜜花源。近些

年来，一些建立在紫外光谱检测[20]、高效液相色谱（high 
performance liquid chromatography，HPLC）-二极阵列管

检测[21]、质谱检测[22-23]乃至核磁检测[24-25]鉴定蜂蜜花源

的研究更是层出不穷。然而，随着鉴定手段可信度的提

高，检测的成本、时长也随之增加，鉴定结果的处理也

更加复杂。因此，建立一种低成本、快速、高效的蜂蜜

花源鉴别方法是亟待解决的问题。

近年来，电化学检测（electrochemical detection，
ECD）技术由于其选择性好、灵敏度高、响应快、造

价低等特点，已成为分析低浓度生物样品的重要手段。

HPLC-ECD联用技术结合了二者的优势，既可通过HPLC
仪将化合物分离，又能通过电化学检测快速、高效的测

定电化学活性物质。蜂蜜成分复杂，其中不乏酚酸、黄

酮等多种电化学活性物质，而不同花源和地理源的蜂

蜜，其电化学活性成分的种类与含量亦有所不同。因

此，HPLC-ECD有望成为一种鉴定蜂蜜花源的手段。本

实验通过HPLC-ECD测定3 种单花种蜂蜜样品的图谱，

提取样品共有峰面积信息，应用主成分分析（principal 
component analysis，PCA）和系统聚类分析（hierarchical 

cluster analysis，HCA），探讨蜂蜜中电化学活性物质与

蜂蜜花源鉴定之间的关系。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

采集不同产地、不同年份的枸杞蜜、荆条蜜、荔枝

蜜样品共60 份，经花粉形态学鉴定，其中枸杞蜜样品

18 份，编号为GQ1～GQ18；荆条蜜样品20 份，编号为

JT1～JT20；荔枝蜜样品22 份，编号为LZ1～LZ22。具体

样品信息见表1。

表 1 蜂蜜样品的信息

Table 1 Information about the honey samples

样品 植物源 产地 时间（年份）

GQ1～GQ4 Lycium chinense Mill. 宁夏省 2012
GQ5 Lycium chinense Mill. 宁夏省中宁县 2012
GQ6 Lycium chinense Mill. 宁夏省 2013
GQ7 Lycium chinense Mill. 宁夏省中宁县 2014
GQ8 Lycium chinense Mill. 宁夏省同心县 2014

GQ9～GQ10 Lycium chinense Mill. 宁夏省 2014
GQ11～GQ14 Lycium chinense Mill. 宁夏省同心县 2015
GQ15～GQ16 Lycium chinense Mill. 宁夏省中宁县 2015
GQ17～GQ18 Lycium chinense Mill. 宁夏省海原县 2015

JT1～JT4 Vitex negundo L. 河南省辉县 2013
JT5～JT7 Vitex negundo L. 山西省平定县 2013
JT8～JT11 Vitex negundo L. 河北省赞皇县 2013

JT12～JT15 Vitex negundo L. 山西省临汾市 2014
JT16～JT18 Vitex negundo L. 山西省阳泉市 2014
JT19～JT20 Vitex negundo L. 陕西省富县 2014
LZ1～LZ7 Litchi chinensis Sonn. 广东省 2014
LZ8～LZ11 Litchi chinensis Sonn. 海南省 2014

LZ12～LZ17 Litchi chinensis Sonn. 广西省 2014
LZ18～LZ22 Litchi chinensis Sonn. 福建省 2014

Amberlite XAD-2树脂 美国Sigma-Aldrich公司；

甲醇（色谱纯） 德国Meker公司；甲酸（色谱纯）  

天津科密欧化学试剂有限公司；盐酸、甲醇等其他试剂

均为国产分析纯；超纯水（18.25 MΩ·cm）。

1.2 仪器与设备

UltiMate-3000高效液相色谱仪、CoulochemⅢ电化学

检测器 美国Thermo Fisher公司；超纯水机 四川优普

超纯科技有限公司。

1.3 方法

1.3.1 样品制备

根据Amberlite XAD-2说明书的方法活化树脂，称取

活化后的树脂50 g装入层析柱中以供样品的制备。

分别称取枸杞蜜、荆条蜜、荔枝蜜样品10 g，溶解
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于60 mL蒸馏水中，充分溶解，滴加盐酸调节pH值至2。
然后注入装有XAD-2树脂的层析柱中，待溶液充分吸附

后，分别用100 mL pH 2盐酸溶液、150 mL蒸馏水充分淋

洗以去除其中的糖等极性物质，最后用100 mL甲醇进行

洗脱并收集洗脱液。在40 ℃条件下，将洗脱液减压真空

浓缩至干，复溶于2 mL色谱级甲醇并用0.45 μm有机系滤

膜过滤，待HPLC-ECD分析。

1.3.2 HPLC-ECD分析条件

采用Zorbax SB-C18反相色谱柱（250 mm×4.6 mm，

5 μm），流动相为0.15%甲酸溶液（A）-甲醇（B）；流

速1.0 mL/min；进样量10 μL；柱温30 ℃；电化学检测

器电压900 mV；洗脱梯度为0～10 min、5%～15% B；

10～20 min、15%  B；20～25 min、15%～17%  B；

2 5 ～ 3 0  m i n 、 1 7 % ～ 3 0 %  B ； 3 0 ～ 5 0  m i n 、

3 0 % ～ 4 0 %  B ； 5 0 ～ 6 0  m i n 、 4 0 % ～ 5 5 %  B ；

60～70 min、55%～80% B；70～75 min、80% B。

2 结果与分析

2.1 指纹图谱构建及共有峰提取

在60 个标有编号的样品中，随机选取45 个样品（枸

杞蜜、荆条蜜、荔枝蜜各15 个样品）建立3 种蜂蜜的

HPLC-ECD指纹图谱并提取共有峰信息。记录下随机选

取的样品编号，并按编号顺序分别将3 种蜂蜜的HPLC-
ECD图谱数据导入中药色谱指纹图谱相似度评价系统A版

（2004）软件，各自自动生成的样品标记S1～S15则依次

对应特定的编号。选定枸杞蜜S2样品、荆条蜜S1样品、

荔枝蜜S1样品为参照，多点校正以消除各图谱之间保留

时间的误差，建立3 种蜂蜜样品的HPLC-ECD指纹图谱，

如图1所示。从图1可以发现，花源相同的蜂蜜样品，

HPLC-ECD指纹图谱相似度较高，而花源不同的蜂蜜样

品，HPLC-ECD指纹图谱的差异明显。
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/min
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G2
G3G4
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G6 G11 G12
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0.00 10.96 21.93 32.89 43.85 54.82 65.78 76.74
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G13
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G1～G15.符合条件的15 个共有峰。

图 1 枸杞蜜（A）、荆条蜜（B）、荔枝蜜（C）HPLC-ECD指纹图谱

Fig. 1 HPLC-ECD fingerprints of medlar honey (A), vitex honey (B) 

and litchi honey (C)

表 2 蜂蜜样品指纹图谱相似度

Table 2 Fingerprint similarities among honey samples

枸杞蜜 荆条蜜 荔枝蜜

样品号 相似度 样品号 相似度 样品号 相似度

S1 0.842 S1 0.612 S1 0.904
S2 0.912 S2 0.820 S2 0.973

S3 0.938 S3 0.877 S3 0.957

S4 0.857 S4 0.867 S4 0.876

S5 0.870 S5 0.754 S5 0.817

S6 0.821 S6 0.838 S6 0.923

S7 0.664 S7 0.705 S7 0.943

S8 0.902 S8 0.699 S8 0.962

S9 0.619 S9 0.915 S9 0.923

S10 0.907 S10 0.851 S10 0.969

S11 0.915 S11 0.855 S11 0.778

S12 0.926 S12 0.926 S12 0.782

S13 0.918 S13 0.781 S13 0.976

S14 0.854 S14 0.884 S14 0.852

S15 0.588 S15 0.885 S15 0.901

由表2可知，除枸杞蜜S15和S9样品相似度较低以

外，其余样品间的相似度在0.664～0.938之间。荆条蜜样

品的相似度在0.612～0.926之间，除S1的相似度较低，其

余样品相差不大，而荔枝蜜样品的相似度在0.778～0.976
之间。采自不同地区，不同年份的同一种蜂蜜，其相似

度差别并不显著，可见，经HPLC-ECD分析得出的图谱

结果并不能从地理源、采集年份上很好地区分样品。但

是，考虑到本研究中涉及的样品地理源较少，且样品的

数量有限等因素，应用HPLC-ECD指纹图谱技术区分蜂

蜜样品地理源的研究还有待进一步的研究探讨。

在中药色谱指纹图谱相似度评价系统A版软件中提

取3 种蜂蜜样品色谱峰面积的数据，筛选色谱峰面积大

于700 nA·min的色谱峰作为蜂蜜样品的共有峰，结果见

图1。从枸杞蜜样品中可提取出10 个共有峰（G1、G2、
G3、G4、G5、G6、G11、G12、G14、G15），荆条

蜜样品中可提取出8 个共有峰（G1、G3、G5、G6、
G7、G8、G10、G13），荔枝蜜样品可提取出6 个共有

峰（G2、G4、G9、G11、G12、G13）。对比所有共有

峰的保留时间及紫外吸收，合并具有相同保留时间和紫
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外吸收的共有峰，最终在45 个样品中得到15 个共有峰

（G1～G15）。所有样品的共有峰保留时间及峰面积

见表3。

表 3 共有峰保留时间及面积

Table 3 Retention times and area values of the common peaks  

共有峰
保留

时间/min

峰面积/（nA·min）
枸杞蜜 荆条蜜 荔枝蜜

最大值 最小值 平均值 最大值 最小值 平均值 最大值 最小值 平均值

G1 2.741 31 759.47 753.05 5 635.53 6 297.64 1 097.52 2 037.93 0.00 0.00 0.00

G2 14.915 10 639.32 794.38 3 359.58 0.00 0.00 0.00 3 960.67 753.62 1 364.51

G3 17.672 3 781.46 1 073.54 2 204.71 12 332.42 2 981.92 8 062.61 1 789.45 513.17 930.00

G4 21.086 4 492.04 964.11 2 578.88 4 302.43 228.00 1 279.42 4 401.29 739.97 2 673.35

G5 22.160 6 159.26 3 120.10 4 470.04 13 243.05 6 346.91 9 189.98 3 262.83 346.82 1 694.75

G6 24.485 5 376.62 1 613.20 2 560.75 8 429.35 1 936.71 4 713.28 1 937.63 393.72 696.70

G7 29.838 992.38 263.57 524.86 5 147.63 1 463.17 2 462.02 0.00 0.00 0.00

G8 32.871 1 546.37 297.03 875.58 4 073.65 864.83 1 807.85 2 361.76 201.71 1 264.80

G9 33.540 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 4 151.27 2 073.00 3 123.73

G10 34.563 0.00 0.00 0.00 16 928.81 919.96 4 751.54 4 160.25 429.71 1 758.96

G11 38.563 2 521.98 983.85 1 624.79 2 187.73 618.71 1 383.14 4 753.15 1 147.49 3 032.66

G12 39.556 2 572.32 929.44 1 732.64 1 046.68 606.61 839.89 4 021.98 1 178.87 2 725.27

G13 55.561 0.00 0.00 0.00 3 976.17 726.75 1 871.01 3 458.85 1 087.34 2 459.17

G14 62.746 2 182.17 705.95 1 469.15 298.92 27.99 84.30 0.00 0.00 0.00

G15 66.792 13 928.41 2 445.58 8 444.53 3 616.82 70.14 1 323.69 751.23 247.34 444.43

2.2 PCA结果

表 4 PCA解释总变量

Table 4 Total variance explained by principal component analysis

主成分数 特征值 方差贡献率/% 方差累计贡献率/%

1 5.481 36.540 36.540
2 3.450 23.000 59.540

3 1.523 10.151 69.692

4 1.042 6.950 76.642

5 0.882 5.881 82.523

6 0.733 4.888 87.411

7 0.459 3.060 90.471

8 0.430 2.866 93.336

9 0.329 2.195 95.531

10 0.211 1.409 96.940

11 0.177 1.182 98.122

12 0.116 0.773 98.895

13 0.084 0.557 99.452

14 0.053 0.356 99.808
15 0.029 0.192 100.000

为了从15 个共有峰中选择有限的变量指标来代表

所有的共有峰信息，对15 个共有峰进行了PCA。应用

统计学软件SPSS 19.0对共有峰面积数据进行Z-scores标
准化后，采用系统默认方式进行PCA，同时进行KMO
（Kaiser-Meyer-Olkin）与Bartlett球形度检验。分析结果得

到KMO的值为0.719，Bartlett球形度检验的P值为0.000，表

明变量之间适合进行PCA。表4给出了PCA解释总变量。

前4 个主成分（PC1～PC4）的特征值大于1，且其方差累

计贡献率达到76.642%。PC1～PC4的方差贡献率分别为

36.540%、23.000%、10.151%和6.950%。其中，PC1的贡

献率主要来自G5、G12、G7、G3；PC2的贡献率主要来自

G14和G15；PC3主要综合了G13和G8的信息；PC4则显示

与G4、G1相关。
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图 2 PC1和PC2的载荷图（A）和得分图（B）

Fig. 2 Loadings plot (A) and scores plot (B) of PC1 and PC2

图2A给出了15 个共有峰的PC1和PC2载荷图。基于

3 种蜂蜜样品15 个共有峰面积信息，分析不同花源蜂蜜

样品间差异的主成分得分如图2B所示。3 种不同花源的

蜂蜜样品能够按各自的花源明显地分为3 类，其中荔枝蜜

样品和荆条蜜样品可以在PC1方向上得到很好地区分，而

枸杞蜜样品可以与荔枝蜜、荆条蜜样品在PC2方向上得到

区分。无论是采自同一年份、不同地理源的蜂蜜样品，

还是不同年份、不同地理源的蜂蜜样品，均可在花源上

得到100%正确的分类结果。可见，HPLC-ECD共有峰

信息充分反映了不同花源蜂蜜的特征信息，应用HPLC-
ECD指纹图谱共有峰技术可排除地理源的干扰，准确判

别蜂蜜的花源。

2.3 HCA结果

虽然45 个蜂蜜样品只基于PC1和PC2数据便可以得

到正确的分类，但在解决实际问题过程中，仅依靠单因

素将多样本对象进行分类是不足以全面、系统地描述其

类别的，必须更多地考虑多因素分类。而HCA则是一种

应用多因素对研究对象进行分类的方法。HCA可通过使

具有相似特征的样品聚集在一起，差异性大的样品分离

开，从而直观反映样品之间的性质。为评估不同花源蜂

蜜样品间的关系，HCA应用15 个共有峰面积信息对所

有45 个蜂蜜样品（样品顺序与PCA样品顺序相同）进行

聚类。应用统计学软件SPSS 19.0对共有峰面积数据进行

Z-scores标准化，采用离差平方和法和欧式距离平方的方

法聚类，HCA谱系图如图3所示，在样品编号前标注相应

的样品花源。
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图 3 HCA谱系图

Fig. 3 Dendogram obtained from the hierarchical cluster analysis

从图3可直观发现，当距离为0时，每个样品各自成

一类，随着距离的增大，具有相似特征的样品则依次被

归为一类，直到距离为25时，所有样品归为一类。当距

离为5时，45 个蜂蜜样品被归为3 类，样品分类正确率

达100%。第1类为15 个枸杞蜜样品，在距离为5时分为

一类，这一结果与PC1和PC2的得分图第2象限的结果基

本一致。第2类为15 个荔枝蜜样品，在距离为4时分为

一类，这一结果与PC1和PC2的得分图第3象限的结果相

吻合。第3类为15 个荆条蜜样品，在聚类为5时分为一

类，这一结果与PC1和PC2的得分图第4象限的结果部分

一致，虽有一个样品归为第1象限，却明显与其余两种

蜂蜜样品差异较大。由此可见，对多样本对象进行多因

素分类得到了与PCA一致的结果，HCA结果表明，应用

HPLC-ECD指纹图谱共有峰的信息，可对蜂蜜的花源进

行鉴定。

2.4 验证实验结果

为了进一步探究实验结果的可靠性，继续采用HCA

进行验证。取随机选样后剩余的15 个样品（枸杞蜜样品

3 个，荆条蜜样品5 个，荔枝蜜样品7 个），提取共有峰

面积信息进行HCA，数据Z-scores标准化后采用同样的离

差平方和法和欧式距离平方的方法聚类，聚类谱系图如

图4所示，在样品编号前标注相应的样品花源。
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图 4 验证样品HCA谱系图

Fig. 4 Dendogram obtained from the hierarchical cluster analysis for 

validation samples

观察图4发现，随着距离的增大，特征相同的样品

依次归为一类。取相同的参数，距离为5时，样品分为

了4 类，第1类为7 个荔枝蜜样品，第2类为3 个枸杞蜜样

品，第3类为4 个荆条蜜样品，其中一个荆条蜜样品被分

为第4类。与实验模型组相比，除荆条蜜样品的正确分类

率较低外（80%），其余样品均以100%正确率分类。分

析荆条蜜样品HCA谱系图发现，距离为1时，仅有两个样

品聚集一类，距离逐渐增大，样品逐个归为一类，在距

离为5时，一个荆条蜜样品未被正确分类，这可能是因为

荆条蜜样品自身的内部差异略大造成的。但随着聚类距

离的增加，该样品依然归于荆条蜜样品集中，并没有误

判。验证实验表明，提取蜂蜜样品的共有峰信息并应用

HCA，是一种鉴别蜂蜜花源的有效手段。

3 结 论

蜂蜜的花源不同，其电活性物质的种类和含量亦会

有较大的差异，因此为HPLC-ECD鉴别蜂蜜花源提供了

可能。本研究建立了一种利用HPLC-ECD构建不同蜂蜜

样品指纹图谱，提取共有峰面积信息并应用PCA和HCA

鉴别蜂蜜花源的方法。在60 个蜂蜜样品中，随机选取

3 种蜂蜜45 个样品建立模型，提取样品共有峰面积进行

PCA和HCA。研究显示，HCA的分类结果与PC1和PC2得
分图的分类结果一致，3 种蜂蜜均可按照各自的花源正确

分类，且正确率达到100%。相同参数条件下，45 个样品

建立的模型对15 个完全未参与建模的枸杞蜜、荆条蜜和
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荔枝蜜样品预测正确判别率分别为100%、80%和100%。

研究表明，通过构建不同蜂蜜样品的HPLC-ECD指纹图

谱，不仅可以得到单花种蜂蜜样品较为完整的化合物信

息，而且可以对比不同的蜂蜜样品，得到单花种蜂蜜的

特征化合物信息，为蜂蜜的花源鉴定提供了技术支持。

同时，应用HPLC-ECD指纹图谱共有峰信息并应用PCA
和HCA，不仅具有检测快、准确度高、成本低等优势，

还可以作为一种蜂蜜花源鉴别的新方法，有效地运用于

实际鉴定中，为蜂蜜的质量控制提供技术支持。
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