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摘要
本文基于固相微萃取和气相色谱质谱 (SPME-GC/MS) 非靶向测定蜂蜜中挥发性组分，
结合化学计量学方法建立了不同植物来源蜂蜜判别和预测的方法。利用 SPME-GC/MS 
对来自四种植物来源（包括洋槐蜜、椴树蜜、荆条蜜和油菜蜜）的 87 个真实蜂蜜样
品中的全谱挥发性化合物进行非靶向分析。通过主成分分析 (PCA) 对样品进行质量控
制。然后，建立基于偏最小二乘判别分析 (PLS-DA)、朴素贝叶斯 (NB) 和误差反向传
播人工神经网络 (BP-ANN) 的样品分类预测模型。模型的准确率为 100%，这表明不
同植物来源蜂蜜可以准确分类。此外，还通过另外一组独立的 20 个真实蜂蜜样品，
对模型的可靠性和实用性进行了验证。所有 20 个样品均得到准确分类。最后，对椴
树蜜的特征挥发性化合物进行初步鉴定。这表明，本研究建立的不同植物来源蜂蜜
判别方法是准确、可靠的，同时有助于寻找蜂蜜中的特征化合物。

基于挥发性化合物和化学计量学方法
分析不同蜂蜜的植物来源

固相微萃取和气质联用系统
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前言
蜂蜜以其营养和药用特性成为了世界上最
受欢迎的天然产物之一。蜂蜜的植物来源
和产地受到消费者的日益关注。蜂蜜的价
格通常与其植物来源/产地有关。因此，
很有必要开发一种快速强大的方法来鉴定
不同来源的蜂蜜。GC/MS 在识别和定量
分析复杂样品中的有机化合物方面具有优
势，与固相微萃取 (SPME) 的组合可用于
分析蜂蜜中的挥发性化合物[1]。

本应用简报介绍了最近发表的一项关于非
靶向挥发性化合物图谱的研究[2]，该研究
结合使用 SPME 和 GC/MS 与化学计量学
方法，对中国蜂蜜的植物来源进行分类。
该研究开发出一种基于非特异性挥发性化
合物指纹图谱和多变量分析分类并预测蜂
蜜植物来源的方法。应用 SPME-GC/MS 
在全扫描模式下非靶向采集蜂蜜的全谱挥
发性化合物数据。使用各种过滤参数进行
多变量优化。然后，建立基于偏最小二乘
判别分析 (PLS-DA)、朴素贝叶斯 (NB) 和
误差反向传播人工神经网络 (BP-ANN) 的
预测模型。最后，对于具有显著性差异的
化合物进行了初步确认。

材料与方法

蜂蜜样品
87 个真实蜂蜜样品，包括  19  个洋槐  
(Robiniapseudoacacia L.) 蜜样品、22 个 
椴树 (Tilia amurensis Rupr.) 蜜样品、 
22 个荆条 (Vitexnegundo var.   
heterophyllaRehd.) 蜜样品和 24 个油菜 
(Brassica campestris L.) 蜜样品，分别采
集自中国北京、吉林、河北和陕西。从养
蜂人处直接采集 500 g 以上的各种蜂蜜样
品，并保存在 4 °C 的冰箱中待分析。 

固相微萃取
使用  CTC 自动进样系统和  2 cm 涂有 
50/30 µm 二乙烯苯/Carboxen/聚二甲 
基硅氧烷 (DVB/CAR/PDMS) 的纤维头 
（部件号 SU57348U）运行 SPME 程序。
分析前，将纤维置于气相色谱进样口中，
在 270 °C 下老化 1 小时。SPME 条件如
下：将 3 g 蜂蜜放入包含 1.5 mL 去离子
水和 0.5 g 氯化钠的 20 mL 顶空螺纹口样
品瓶（部件号 5183-4474）中，并用聚四
氟乙烯 (PTFE)/硅橡胶隔垫（部件号 5183-
4477）将样品瓶密封。然后在 80 °C 下，
将涂有 DVB/CAR/PDMS 的纤维头置于样
品溶液的顶部空气中暴露 30 分钟。完成
萃取步骤后，将纤维头从样品瓶中取出并
插入气相色谱进样口中，在 250 °C 下进
行 2 分钟热脱附。

数据处理和统计分析
利用 Agilent MassHunter GC/MS 转换软
件 B.07.00 版将 Agilent ChemStation 数
据转换为 MassHunter 数据。将转换后的 
GC/MS 数据导入 MassHunter 未知物分析
软件（B.07.01 版）中，并根据未知物分
析的优化参数进行解卷积和鉴定。将处理
后的蜂蜜样品轮廓图导出为 cef 文件，然
后导入 Agilent Mass Profiler Professional
（13.0 版）中。

采用化学计量学方法，例如主成分分析 
(PCA)、单因素方差分析 (ANOVA) 和预测
模型（包括 PLS-DA、NB 和 BP-ANN）。

图 1. 本研究所用的部分蜂蜜样品

化学品
己烷（MS 级）购自 Fisher Scientific（中
国上海）。正己烷购自 Sigma-Aldrich，并
采用一系列烷烃 (C8H18–C25H52) 计算保留
指数。利用癸酸甲酯 (Sigma-Aldrich) 作
为内标。实验用水产自 Milli-Q 水纯化系
统 (Millipore, Bedford, MA, USA)。
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结果与讨论

数据挖掘
使用 Agilent MPP 软件进行数据过滤和化
学计量学分析。对所有 cef 文件进行数据
过滤。对于四组样品，通过数据匹配总共
获得了 2734 个化合物。根据 MPP 工作
流程，第一个过滤器是按标记进行过滤，
该步骤用于消除不可靠的化合物。根据
各个样品是否高于阈值或达到饱和设置
“存在”和“临界”标志，以从整个数据
集中过滤化合物。保留了 87 个样品中至
少 2 个样品中可接受的化合物。第二个
过滤器是按频率过滤，根据化合物在样
品中的出现频率对其进行过滤。在该步
骤中，必须是存在的化合物才可进行该
步过滤。这些过滤条件保留了每个样品
中在至少一种条件中出现的化合物。第
三个过滤器是显著性分析，根据单因素
方差分析计算出的 p 值。为确保仅保留
存在显著差异的化合物，在大多数情况
下，选择的 p 值截止值为 0.05。经过三
个过滤步骤，将化合物数量从 2734 减少
至 114。为鉴定处理样品和对照样品之间
的丰度比或差异超出给定倍数变化截止值
或阈值的化合物，采用倍数变化分析作
为最终过滤步骤。当倍数变化截止值为 2 
时，保留了 110 个化合物，表明一系列
过滤步骤显著减少了变量数量和数据集的 
维数。

主成分分析
PCA 是最常用的无监督的统计方法，可
以对数据进行降维处理，消除众多复杂
信息中重叠的部分，尽可能地用少数变
量来解释数据中的大部分信息。根据先
前的过滤结果，将 PCA 应用于四个植物
来源的 87 个蜂蜜样品，以分析其自然分
组。一般而言，如果前四个 PC 能够解释

表 1. 气相色谱和质谱条件

仪器条件

参数 值

气相色谱系统 Agilent 7890A*

色谱柱 Agilent HP-5MS, 30 m × 0.25 mm, 0.25 µm（部件号 19091S-433）

柱温箱升温程序
50 °C 保持 2 分钟， 
以 5 °C/min 的速率升至 180 °C 并保持 2 分钟， 
以 10 °C/min 的速率升至 250 °C 并保持 5 分钟

载气 氦气

流速 1.0 mL/min

进样模式 CTC 自动进样

进样口温度 250 °C

质谱系统 Agilent 5975C*

离子源 EI，70 eV

离子源温度 230 °C

四极杆温度 150 °C

谱图采集 全扫描，40–600 m/z

* 安捷伦可提供新型号的 Agilent 7890B 气相色谱系统与 Agilent 5977B 质谱系统，获得更出色的性能。

总变量的 75%，则认为模型是准确可靠
的。[3] 有必要进一步选择并减少前文提及
的变量，从而提高模型的可靠性。倍数
变化截止值可根据上述过滤步骤进行优
化。将 PC1-PC4 解释的总变化视为评估
标准，选择的倍数变化截止值为 200。图 
2 显示了倍数变化截止值为 200 的蜂蜜样
品的得分图。椴树蜜样品位于第一主成分 
(PC1) 的右侧，而其他三种类型的蜂蜜位

于 PC1 的左侧。因此，PC1 将蜂蜜样品
清楚地分为椴树蜜和非椴树蜜。椴树蜜和
油菜蜜样品均具有正 PC2，而荆条蜜和
洋槐蜜样品均具有负 PC2。PC1 和 PC2 
分别占方差的 35.35% 和 25.38%，且前
四个 PC 占总变量的 79.12%。因此，选
择 200 作为倍数变化截至值，同时将这 
70 个保留下来的化合物作为变量用于模
型建立。
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图 2. 不同植物来源蜂蜜样品的 PCA 得分，倍数变化截止值为 200
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模型建立与预测
PCA 结果表明，过滤后的数据可用于区分
蜂蜜样品的植物来源。以上述 70 个化合物
为变量，应用化学计量学方法建立溯源模
型，用于对各种来源的蜂蜜进行分类和预
测。本研究基于 87 个真实蜂蜜样品（包括  
19 个洋槐蜜样品、22 个椴树蜜样品、
24 个油菜蜜样品和 22 个荆条蜜样品）建
立了三种分类模型，即 PLS-DA、NB 和 
BP-ANN。模型训练和验证过程中正确分
类蜂蜜样品的百分比证明了这些模型的识
别和预测能力。表 2 列出了这三种模型的
准确度，100% 的蜂蜜样品得到准确分类。

尽管模型训练中的识别能力和模型交叉
验证中的预测能力为 100%，但采用原始 
87 个真实蜂蜜样品中不包括的样品对建立
的模型进行验证仍然不可或缺。因此，将
另外 20 个未包括在统计模型开发过程中的
真实蜂蜜样品（包括每种植物来源各 5 个
蜂蜜样品）作为测试集进行分析。表 3 列
出了预测结果和置信度。所有 20 个真实
蜂蜜样品均得到正确预测。尽管预测组 
与实际组一致，但对于 PLS-DA、NB 和 
BP-ANN 模型，置信度的值有所不同。

序号 样品编号 实际名称 预测名称
置信度

PLS-DA NB BP-ANN

1 A01 洋槐蜜 洋槐蜜 0.80 1.00 0.99

2 A02 洋槐蜜 洋槐蜜 0.85 1.00 0.99

3 A03 洋槐蜜 洋槐蜜 0.82 1.00 0.99

4 A04 洋槐蜜 洋槐蜜 0.93 1.00 0.99

5 A05 洋槐蜜 洋槐蜜 0.89 1.00 0.98

6 L01 椴树蜜 椴树蜜 0.81 1.00 0.98

7 L02 椴树蜜 椴树蜜 0.71 1.00 0.99

8 L03 椴树蜜 椴树蜜 0.95 1.00 0.99

9 L04 椴树蜜 椴树蜜 0.87 1.00 0.99

10 L05 椴树蜜 椴树蜜 0.82 1.00 0.99

11 R01 油菜蜜 油菜蜜 0.91 1.00 0.99

12 R02 油菜蜜 油菜蜜 0.89 1.00 0.99

13 R03 油菜蜜 油菜蜜 0.77 1.00 0.99

14 R04 油菜蜜 油菜蜜 0.84 1.00 0.99

15 R05 油菜蜜 油菜蜜 0.93 1.00 0.99

16 V01 荆条蜜 荆条蜜 0.66 1.00 0.99

17 V02 荆条蜜 荆条蜜 0.69 1.00 0.99

18 V03 荆条蜜 荆条蜜 0.59 1.00 0.81

19 V04 荆条蜜 荆条蜜 0.76 1.00 0.99

20 V05 荆条蜜 荆条蜜 0.71 1.00 0.77

表 3. 由 PLS-DA、NB 和 BP-ANN 模型得到的预测结果

表 2. 由 PLS-DA、NB 和 BP-ANN 模型得到的模型训练和交叉验证结果

PLS-DA NB BP-ANN

模型训练
识别能力 (%) 100 100 100

模型交叉验证
预测能力 (%) 100 100 100

置信度是预测结果可靠性至关重要的指
标。置信度高于 0.7 表示结果具有很高的
可靠性。置信度在 0.5–0.7 范围内表示样
品分类存在问题，而值小于 0.5 则表示信
息不正确[4]。

表 3 显示，所有 NB 预测结果的置信度为 
1.00，而 PLS-DA 和 BP-ANN 模型的置信
度分别在 0.59–0.95 和 0.77–0.99 范围
内。在 PLS-DA 结果中，三个荆条蜜样品

的置信度范围为 0.59–0.69。其他两个荆
条蜜样品的置信度分别为 0.71 和 0.76。
PLS-DA 模型对荆条蜜样品的预测结果稍
差。在 BP-ANN 结果中，除荆条蜜样品 
V03 和 V05 的置信度分别为 0.81 和 0.77 
外，其他样品的置信度均高于 0.98。相
比之下，NB 和 BP-ANN 模型能够以令人
满意的置信度预测所有蜂蜜样品。 
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挥发性化合物标记物的鉴定
利用维恩图对不同植物来源蜂蜜在预测模
型中的化合物列表进行确认。图 3 显示了
各种植物来源的化合物列表和交叉情况。
洋槐蜜、荆条蜜、椴树蜜和油菜蜜的化合
物列表分别包含 50、43、52 和 47 个化
合物。由于椴树蜜在质量和价格上均优于
其他蜂蜜，因此标记物鉴定的重点放在
在椴树蜜样品中发现的挥发性化合物。
图  3 显示了初步选择的仅出现在椴树蜜
中的八种挥发性化合物。通过 NIST 对它
们进行初步鉴定。表 4 列出了它们的保
留时间、保留指数、离子和参考文献。
除戊酸、2-甲酸酐外，椴树蜜中的所有
其他化合物均在参考文献中有报道 [5-8]。
其中，Blank 等人提出将顺式玫瑰醚作为
椴树蜜的指示剂[6]。Blank 还从椴树 (Tilia 
cordata) 花中发现了这种化合物，但在其
他类型的蜂蜜中并未发现[6]。尽管缺少有
关椴树花中挥发性化合物的文献报道，但
表 4 列出的化合物也被初步视为椴树蜜
的标记化合物。这些化合物在区分椴树蜜
与其他蜂蜜方面有重要意义。

图 3. 不同植物来源蜂蜜样品的维恩图

化合物列表 1：
仅洋槐蜜 50 个化合物

化合物列表 4：
仅荆条蜜 43 个化合物

化合物列表 2：
仅椴树蜜 52 个化合物

化合物列表 3：
仅油菜蜜 47 个化合物
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表 4. 在椴树蜜中初步鉴定出的标记化合物

序号 初步化合物鉴定结果 RT RI 离子 CAS 参考文献

1 长叶薄荷酮a,b 9.67 1008 109、81、152 89-82-7 [5]

2 顺式玫瑰醚a,b 13.17 1126 139、69、83 876-17-5 [5-7]

3 4,5,6,7-四氢-3,6-二甲基-苯并呋喃a,b 14.27 1164 108、150、79 494-90-6 [5]

4 1-甲基-4-(1-甲基丙基)苯a,b 15.52 1206 119、91、117 1595-16-0 [5]

5 4,7-二甲基苯并呋喃a,b 15.78 1215 145、146、148 28715-26-6 [5]

6 麝香草酚a,b 18.1 1298 135、150、91 89-83-8 [5]

7 葛缕醇a,b 19.72 1359 119、91、134 99-48-9 [8]

8 2-甲基戊酸酐a 21.17 1414 99、71、41 63169-61-9  –

a 通过 NIST14 鉴定
b 通过参考文献鉴定
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结论
本研究成功应用了基于  SPME 和非靶
向 GC/MS 分析与化学计量学方法结合的
分类方法来区分各种植物来源的蜂蜜样
品。基于 87 个真实蜂蜜样品建立了三种
分类模型，即 PLS-DA、NB 和 BP-ANN，
模型准确度为 100%。另外 20 个真实蜂
蜜样品的预测结果表明，所开发的模型实
用而可靠。因此，SPME-GC/MS 测定非
特异性轮廓结合化学计量学方法在不同植
物来源分类和判别方面具有广阔的应用 
前景。
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