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摘要

蜂蜜是⼀种⾼价值⻝品，与之相关的欺骗性、误导性产品标识以及掺假现象屡⻅不鲜。代谢组学⼯作流程已⽇渐

成为为⻝品掺假检测寻找⽣物标志物的强⼤⽅法。Progenesis QI⼯作流程是⼀套简便易⽤且可扩展的系统，可执

⾏如下的⻝品代谢组学数据分析：实现准确的峰对⻬和峰提取；通过多变量统计分析对样品进⾏分类；定量分析

每个样品类别的标志物的相对丰度；通过数据库搜索（基于结构表征⼯具）鉴定标志物。

优势

甄别蜜源不同的蜂蜜。■

使⽤UPLC-MS/MS验证不同蜜源的蜂蜜中特定的标志物。■

简介

⻝品掺假是⼀个综合的概念，它包括⻝品成分的替换、添加、变更⾏为，还包括蓄意虚报⻝品成分或⻝品包装材

料，以及为了经济利益⽽发布虚假/误导性产品说明的⾏为1。近年来不少⻝品掺假丑闻更是证明这种⾏为还可能导

致重⼤⻝品安全问题。

蜂蜜是⼀种⾼价值⻝品，与之相关的欺骗性、误导性产品标识以及掺假现象屡⻅不鲜。欧盟委员会(EC) 2015协调

控制计划期间查处的不合规产品多数与糖 类掺假(6%)和蜜源虚报(7%)有关。虚报产地的不合规产品有所减少

(2%)，不过该问题的相关检测难度较⼤2。最近，⼈们开始审视蜂蜜的质控分析⽅法3。

蜂蜜的营养特性依赖于特定的化学成分，⽽这些成分随蜜源不同⽽变化。此外，这些特性还赋予了不同单花种蜂

蜜独有的感官特征。因此，单花种蜂蜜的价格⾼于多花种蜂蜜。近年来，向⾼价值花种蜂蜜中掺杂低价值花种蜂

蜜的掺假⾏为频繁出现。以⻨卢卡蜂蜜为例，随着越来越多的⼈认识到这种蜂蜜提⾼抗菌活性、改善⼈类健康的

优点，加之其产量有限，在巨⼤商业利益的驱使下，掺假事件频发。监管部⻔现在已就⻨卢卡蜂蜜的产品标识要

求以及特性定义 给出了指导原则4。

蜂蜜花种的鉴定通常采⽤基于花粉表征的蜂蜜孢粉学分析⽅法，辅以感官和理化分析。然⽽，花粉鉴定对技术⽔

平的要求较⾼，且有时会给出错误结果，还有可能⽆法区分近似物种（例如⻨卢卡树和卡奴卡树）。利⽤光谱和

质谱技术同时检测多种成分并配合统计学⽅法进⾏分析，是⼀种⾮常有潜⼒的蜜源甄别⽅法5。 LC-HRMS技术被

⼴泛⽤于⻝品和饮料⾏业的代谢分析6,7,8，其中就包括蜂蜜分析9。
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本研究将沃特世超⾼效液相⾊谱(UPLC)与⾼清质谱(HDMS)联⽤，配合多变量统计分析⽅法组成⼀套⾮靶向代谢组

学⼯作流程，考察了该⼯作流程是否能够区分蜜源不同的蜂蜜。HDMS将离⼦淌度质谱与⾼清质谱相结合，让研究

⼈员能够根据离⼦的⼤⼩、形状、所带电荷以及质量数对其进⾏分析。我们使⽤UPLC与串联四极杆(TQ)质谱联⽤

的靶向⽅法验证了不同蜜源的特定标志物。

实验

实验样品为来源可靠的正品油菜(3)、⽯南(9)、荞⻨(5)和⻨卢卡(8)单花种蜂蜜。每种蜜源的蜂蜜都包括来⾃不同

国家/地区（挪威、丹⻨、⽴陶宛、波兰和新西兰）且采集年份不同的独⽴样品，因此每种蜜源都有多个⽣物重复

样。蜂蜜样品的制备过程极为简单：⽤10 mL甲醇/1%甲酸⽔溶液（50:50，v/v）稀释蜂蜜样品(0.5 g)、振摇、超

声处理(20 min)并离⼼。样品均按随机顺序分析，其中包括出于质控⽬的穿插的混合蜂蜜样品。

第1部分：UPLC-HDMS

在SYNAPT G2-Si质谱仪上，采⽤正离⼦和负离⼦电喷雾电离模式以及HDMSE采集模式对样品重复执⾏三次分析。

HDMSE数据⾮依赖型分析能够测定所有可检出离⼦（包括⺟离⼦和碎⽚离⼦）的精确质量数。⺟离⼦和碎⽚离⼦

数据的谱图及漂移时间对⻬功能有助于将碎⽚离⼦分配给质量数或保留时间接近的⺟离⼦。

UPLC条件

UPLC系统： 配备FTN⾃动进样器的

ACQUITY UPLC I-Class系统

⾊谱柱： ACQUITY UPLC BEH C18, 1.7 μ

m, 2.1 × 100 mm

流动相A： 10 mM醋酸铵(⽔溶液)

流动相B： ⼄腈

流速： 0.5 mL/min
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进样体积： 5 μL和9 μL

柱温： 45 °C

样品温度： 5 °C

运⾏时间： 12 min

梯度

时间(

min)

%A %B 曲线

0.00 99 1 -

0.75 99 1 6

2.00 95 5 6

3.00 95 5 6

6.50 45 55 6

8.50 10 90 6

9.00 10 90 6

9.10 99 1 6

MS条件

MS系统： SYNAPT G2-Si HDMS
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采集模式： ESI+，ESI-；分辨率模式；

HDMSE

采集质量数范围： 50~1200 m/z

扫描时间： 0.1 s

实时质量校正标样： m/z 556.2766（亮氨酸脑啡肽

）

碰撞能量范围： 15~55 eV

⽑细管电压： 3.1 kV

脱溶剂⽓温度： 600 °C

脱溶剂⽓流速： 800 L/h

离⼦源温度： 130 °C

锥孔电压： 30 V

锥孔⽓流速： 35 L/h

喷雾器⽓压： 5 Bar

缓冲⽓体： N2

IMS波速范围： 650 m/s

IMS波⾼： 40 V+
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IMS⽓体流速： 90 mL/min

数据采集软件： MassLynx 4.1版

⽣物信息学软件： Progenesis QI (2.2)，带

EZinfo（MKS Data Analytics 

Solutions，瑞典），可访问多

个数据库，包括：HMDB、

Metlin和MassBank

第2部分：UPLC-MS/MS

UPLC条件

UPLC系统： 配备FTN⾃动进样器的

ACQUITY UPLC I-Class系统

⾊谱柱： ACQUITY UPLC CSH苯⼰基1.7 

µm, 2.1 x 100 mm

流动相A： 0.1 %甲酸（⽔溶液）

流动相B： ⼄腈

流速： 0.4 mL/min

进样体积： 5 μL

柱温： 40 °C

样品温度： 15 °C
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UPLC条件

运⾏时间： 9 min

时间(

min)

%A %B 曲线

0.00 90 10 -

3.00 60 40 6

5.00 10 90 6

7.00 10 90 6

7.10 90 10 6

MS条件

MS系统： Xevo TQ-S

采集模式： ESI+

⽑细管电压： 2.0 kV

脱溶剂⽓温度： 500 °C

脱溶剂⽓流速： 1000 L/h

离⼦源温度： 150 °C

锥孔⽓流速： 150 L/h
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碰撞⽓体流速： 0.15 mL/min

雾化器⽓压： 7 Bar

独⻨素的MRM通道。 581>211和581>323[来⾃Kato

等⼈，(2014)]

锥孔电压： 34 V

碰撞能量： 分别为16和22 eV（使⽤⻨卢卡

蜂蜜样品进⾏了优化）

驻留时间： 35 ms

数据采集软件： MassLynx v.4.1

数据处理软件： TargetLynx XS应⽤软件

结果与讨论

第1部分：UPLC-HDMS

图1是在负离⼦模式下采⽤低能量条件进⾏HDMSE实验得到的混合QC蜂蜜样品基峰强度(BPI)谱图，尽管谱图中有

⼀些峰，但⽆法解析蜂蜜样品萃取物的复杂程度。插图表明⼤量代谢物存在共流出现象，这妨碍了鉴定⼯作。因

此，我们需要对数据进⾏更加深⼊的评估。
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图1.使⽤UPLC-MS（ESI负离⼦模式，低能量，HDMSE数据）分析混合QC蜂蜜样品得到

的典型基峰强度(BPI)谱图，以及数据⼦集的3D图。

在ESI正离⼦和ESI负离⼦模式下采集到的两个数据集都被导⼊Progenesis QI数据分析软件，⽤以搜索和识别蜜源

的独有标志物。该软件利⽤⽤⼾友好的⼯作流程⽐对多个样品，从⽽识别出不同单花种蜂蜜之间的显著差异。

使⽤Progenesis QI完成对⻬、峰检测和去卷积后，采⽤主成分分析(PCA)法对提取⾃ESI负离⼦HDMSE数据的

9000种化合物进⾏初步研究，以确定数据中是否存在异常值以及样品分组情况。此时我们并未尝试将数据分类为

不同单花种蜂蜜；PCA分析可以评估数据集内的差异，并据以判断样品间的偏差是否⾼于蜜源间的差异。将数据导

出⾄EZInfo后，进⾏Pareto缩放并执⾏PCA分析。缩放即缩⼩或放⼤各变量差异，以确保得分与载荷相⽐不会过

⼩，导致其在图中不可⻅。Pareto缩放通常⽤于降低⾼强度峰产⽣的影响，同时对强度较弱但可能具有较⾼显著
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性的峰进⾏强化。Pareto缩放功能可使强信号对应的载荷减少，使弱信号对应的载荷增加。EZInfo根据ESI负离⼦

HDMSE数据⽣成的单花种蜂蜜PCA得分图表明，混合QC、荞⻨、⽯南、油菜和⻨卢卡蜂蜜都分别聚集成为独⽴的

集群（图2）。所有混合QC样品都紧紧聚集在PCA得分图中⼼，这表明该⽅法的重现性良好并且数据处理过程未引

⼊任何偏差。

图2.EZInfo⽣成的主成分分析(PCA)得分图（ESI负离⼦HDMSE数据）。

为更好地掌握不同类型单花种蜂蜜之间的分离情况并鉴定各单花种蜂蜜的潜在特征标志物，本研究采⽤正交偏最

⼩⼆乘法判别分析(OPLS-DA)⽅法进⾏了监督式多变量分析。OPLS-DA是⼀种监督式技术，其利⽤回归和预测⽅

法将化合物离⼦归⼊可⽤分组。OPLS-DA的优势在于其能够显⽰出哪些变量与分类有关，因此可协助结果解析。

根据ESI负离⼦HDMSE数据⽣成的单花种蜂蜜OPLS-DA得分图（图3）展⽰了化合物离⼦的分类情况，它们被归⼊

各个蜂蜜分组，包括混合QC、荞⻨、⽯南、油菜和⻨卢卡蜂蜜。
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图3.EZInfo⽣成的OPLS-DA得分图（ESI负离⼦HDMSE数据）。

此外，还可创建如图4所⽰的S-plot，⽤以快速突出那些最可能导致不同单花种蜂蜜间出现差异，且对这些差异贡

献最⼤的特征（图4中⽤红线突出显⽰的区域）。随后可根据S-plot选择某些特征，导⼊Progenesis QI并标记

，以便对其进⾏独⽴筛选和审查。图4所⽰为根据ESI负离⼦HDMSE数据⽣成的⻨卢卡蜂蜜和⽯南蜂蜜的S-plot。

分析⼈员还可以将⽬标样品组（例如⻨卢卡蜂蜜）与所有其他蜂蜜样品进⾏⽐较，⽅法是创建⼀个包含所有其他

单花种蜂蜜的新组。我们标记了S-plot中最显著的标志物，然后将数据导回Progenesis QI接受验证和进⼀步评估

（例如鉴定）。
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图4.通过EZInfo得到的S-plot，⽐较了⻨卢卡蜂蜜与⽯南蜂蜜（ESI负离⼦HDMSE数据）。

将EZinfo标记的标志物数据导回Progenesis QI之后，软件先通过数据筛选来验证所选的标志物，然后再进⾏鉴定

。选择表现出显著差异（⽅差分析p 值< 0.0001）且在某⼀种单花种蜂蜜中丰度最⾼（⾼于其他蜂蜜5倍或以上

）的标志物进⾏进⼀步研究。使⽤Progenesis QI搜索引擎中的Progenesis MetaScope搜索⼯具检索公开数据库

（图5）。
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图5.通过数据库搜索得到的标志化合物初步鉴定结果⽰例。

搜索参数均经过⾃定义设置，旨在最⼤限度从数据库中获取有关⽬标数据各个⽅⾯的有⽤信息。系统根据总体得

分对各标志物可能的鉴定结果进⾏排序，打分依据包括：质量误差、同位素相似性（通过⽐较测得的化合物同位

素分布与基于化合物化学式的理论分布之后计算⽽得）和碎⽚离⼦得分。为提⾼化合物鉴定结果的可信度，我们

还对候选列表中的化合物进⾏了模拟理论碎裂，然后将得到的模拟碎裂结果与该化合物的测定/实测碎⽚离⼦进⾏

匹配。 由于数据分析软件能够对四维HDMSE谱图数据进⾏时间和漂移校准，因此谱图专属性极⾼（谱图净化）。

系统突出显⽰了鉴定出的代谢物中能够区分⻨卢卡蜂蜜样品的代谢物，即⽂献已报道过的⻨卢卡蜂蜜标志物10。 

图6以图⽰形式展⽰了其中三种标志化合物的标准化丰度特征，从⽽提供了有关不同类型单花种蜂蜜间化合物丰度

差异的信息，以及所观察到的差异的可靠性信息。附表中列出了分配的鉴定结果及统计值。
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图6. Progenesis QI软件中⻨卢卡蜂蜜三种标志物的标准化丰度特征和鉴定分配结果。

第2部分：UPLC-MS/MS

我们采⽤MRM模式下的靶向UPLC-MS/MS⽅法对独⻨素（根据UPLC-HDMS数据鉴定出的⻨卢卡蜂蜜标志物之⼀

）单独进⾏了鉴定。由图7所⽰的MRM⾊谱图可⻅，⻨卢卡蜂蜜样品中检出了独⻨素，⽽在⽯南蜂蜜样品中未检出

该化合物。
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图7.检测⻨卢卡蜂蜜样品和⽯南蜂蜜样品中的独⻨素时所得的MRM⾊谱图。

结论

代谢组学⼯作流程已⽇渐成为为⻝品掺假检测寻找⽣物标志物的强⼤⽅法。UPLC可实现⾼效分离，⽽全⾯的⽆偏

HDMSE采集则能够提供信息量丰富的数据，包括⺟离⼦和碎⽚离⼦的精确质量数及同位素分布信息。离⼦淌度技

术的加⼊提⾼了峰容量、改善了异构体分离并有效净化了谱图。Progenesis QI⼯作流程是⼀套简便易⽤且可扩展

的系统，可执⾏如下的⻝品代谢组学数据分析：实现准确的峰对⻬和峰提取；通过多变量统计分析对样品进⾏分

类；定量分析每个样品类别的标志物的相对丰度；通过数据库搜索（基于结构表征⼯具）鉴定标志物。
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