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摘要
本应用简报介绍了使用 Agilent 1260 Infinity II 液相色谱与 Agilent Ultivo 三重四极
杆 LC/MS (LC/TQ) 的联用系统定量分析蜂蜜样品中的低纳克级 2-AFGP。此方法采
用 Ultivo LC/TQ 开发，该系统体积小巧，但结果毫不逊色。此方法是食品行业在蜂
蜜生产、加工和商业检测中进行常规分析的理想选择，也十分适合用于学术研究目
的。采用简单的液液萃取 (LLE) 样品前处理方法，能够成功实现基质中 2-AFGP 的 
0.005 mg/kg 定量限 (LOQ)。

检测和评估蜂蜜中的大米糖浆特异性
标志物 (SMR)

应用 Agilent 1260 Infinity II 液相色谱系统与 Ultivo  
三重四极杆液质联用系统



2

前言
蜂蜜是由蜜蜂生产的一种口味鲜美、营养
丰富的食物，因具有抗氧化、抗菌和抗炎
等特性而被广泛食用。然而，由于蜂蜜价
格相对较高、产量有限、成分复杂，经常
成为掺假的对象，损害了消费者的权益和
生厂商的利益。最常见的蜂蜜掺假行为是
在纯蜂蜜中添加糖浆，包括大米糖浆。此
外，给蜜蜂喂食糖浆以提高产量和利润也
是一种间接的掺假行为。

三重四极杆 LC/MS 系统是美国、欧盟、
FSSAI 和其他国家/地区用于确认蜂蜜
中污染物和掺假物的金标准。本应用采
用最新款三重四极杆 LC/MS 系统 Ultivo 
LC/TQ，获得的灵敏度高于食品监督管理
局规定的安全限值要求。

实验条件
本实验使用乙腈  (Honeywell ,  LC/MS,  
3 4 9 6 7 )、甲醇  ( H o n ey w e l l ,  LC / M S 
34966)、水 (Millipore)、甲酸 (Honeywell, 
LC/MS 56302)、2-乙酰基呋喃-3-吡喃葡萄
糖苷（TRC Canada，部件号 G596874）
和安捷伦 0.2 µm PVDF 针头过滤器（部
件号 5191-5924）。储备液采用甲醇配
制，2-AFGP 工作稀释液采用水配制。

萃取
取 1 g 蜂蜜进行样品前处理。步骤如下：
用水稀释，离心，将上清液过滤后进样至  
LC/MS（萃取成本更低）。详细流程如
图 2 所示。

表 1. HPLC 梯度方法

参数 值

色谱柱 Agilent InfinityLab Poroshell 120 EC-C18, 2.1 × 150 mm, 4 µm

流动相 水 (0.1% FA):乙腈 (0.1% FA)；500 µL/min

进样量 2 µL

柱温 40 °C

梯度

时间 (min) 水 (0.1% FA) 乙腈 (0.1% FA) 
0.0 98 2 
5.0 98 2 
8.0 90 10 
10.0 5 95 
12.0 5 95 
12.1 98 2

图 1. 蜂蜜产品

加入 5 mL milliQ 水，振荡。

剧烈涡旋 5 分钟。

以 8000 rpm 离心 5 分钟。

收集上层提取液。

用 0.22 µm 针头过滤器过滤并进样。

称取 1±0.1 g 均质化蜂蜜。

图 2. 基于 LLE 的样品前处理

仪器 

本实验使用的仪器包括  Agi lent  1260 
Infinity II 四元泵  (G7104C)、Agilent 
1260 Infinity II 样品瓶进样器 (G7129C)、
Agilent  1260 Infinity II 高容量柱温箱 
(G7116A)、配备 AJS 离子源的 Ultivo 
LC/TQ (G6465B)。LC 和 MS 参数如表 1 
和表 2 所示。

AFGP（2-乙酰基呋喃-3-吡喃葡萄糖苷，
也称  SMR）是大米糖浆的特异性标志
物，可以像其他糖类标志物一样使用稳
定碳同位素比值法、脉冲安培检测法、 
LC - I R M S（液相色谱 -同位素比值质谱
法）、红外光谱法 (IR)、TLC、GC/MS 和 
NMR 进行检测。然而，这些传统方法
费时费力，有时还会出现矛盾或假阴性 
结果。
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结果与讨论
从预加标 0.05 mg/kg (50 ppb) SMR 的蜂
蜜样品和空白蜂蜜萃取物的 MRM 图中可
以看出，SMR 很容易检出（图 3）。印度
食品安全指南 (FSSAI) 规定的最低检测浓
度为 1 mg/kg，而使用 Ultivo LC/TQ 的方
法 LOQ 为 0.005 mg/kg。此外，通过进
样各种 SMR 浓度下的蜂蜜样品，获得了
可重现的洗脱曲线，如图 4 所示。

校准、RSD 和回收率
使用 148.9 作为定量离子，185.0 作为定
性离子，在 0.005–0.25 mg/kg 浓度范围
内绘制预萃取的蜂蜜 SMR 的校准曲线。
在低、高 QC 浓度下各进行 6 次重复实
验，以评估方法可靠性。如图 5 所示，
两种 QC 浓度下的 RSD (%CV) 均 < 10%，
回收率在 70%–120% 之间。图 6 所示为
校准表截图，其中包含定量离子、定性离
子以及离子比，符合 SANTE 2019 法规 
要求。

表 2. Ultivo LC/TQ 条件

参数 设置

电离模式 AJS (+ve)

雾化器气体 50 psi

干燥气 10 L/min，300 °C

鞘气 11 L/min，300 °C

毛细管电压 4000 V

喷嘴电压 1500 V

碎裂电压 80 V

驻留时间 100 ms

分辨率 Unit/unit

分析物 MRM 离子对 CE (V)

2-AFGP 311.1/185 9

2-AFGP 311.1/148.9 13

0

+ MRM (311.1 & 148.9)
噪音（峰到峰）= 3.5022；S/N (2.8 min) = 530.5

*2.8

0

+ MRM (311.1 & 148.9)
噪音（峰到峰）= 2.9366；S/N (2.8 min) = 16.4

*2.8
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图 3. Agilent Ultivo LC/TQ 上的 SMR 响应（空白与 0.05 mg/kg）
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图 4. 2.9 分钟处不同浓度 SMR 的叠加谱图

样品 浓度 样品 浓度

LQC 1 6.90 HQC 1 154.95

LQC 2 7.08 HQC 2 156.48

LQC 3 7.24 HQC 3 157.52

LQC 4 6.63 HQC 4 157.46

LQC 5 6.84 HQC 5 156.86

LQC 6 7.16 HQC 6 160.43

平均值 6.98 平均值 157.28

标准偏差 0.224 标准偏差 1.803

CV 3.209 CV 1.146

回收率 87.25 回收率 104.86
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图 5. 5–250 ppb 范围内的线性图 (R2 = 0.9952) 和 QC 浓度下的回收率计算值
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不同蜂蜜样品中 SMR 的定量分析
将该方法扩展到不同蜂蜜样品。采用开发
出的方法萃取并分析所有样品。将初始
样品用水稀释 5 倍（稀释倍数为 5），报
告获得的结果。总共 10 份样品中有 3 份
检出 SMR，其中有两份的 SMR 高于校准
范围。其余样品或未检出 SMR，或 SMR 
浓度低于校准范围。所有 10 份样品的定
量数据如图 6 所示。图 7 为空白蜂蜜、
SMR 加标蜂蜜、SMR 阴性样品和 SMR 阳
性样品的定性和定量离子 MRM 色谱图。

图 6. 蜂蜜中 SMR 在 5–250 ppb (0.005–0.25 mg/kg) 范围内的校准表
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图 7. (A) 空白基质和 25 ng/mL 蜂蜜样品中 SMR 的定量离子 MRM；(B) 空白基质和 25 ng/mL 蜂蜜样品中 SMR 的定性离子 MRM；(C) 阳性蜂蜜样
品和阴性蜂蜜样品中 SMR 的定量离子 MRM；(D) 阳性蜂蜜样品和阴性蜂蜜样品中 SMR 的定性离子 MRM
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结论
经严格的方法验证，本应用简报所述方法
的 LOQ 仅为 FSSAI 规定的蜂蜜 SMR 限值
的 1/200。根据两种 QC 浓度下的六次重
复实验可知，%CV 低于 5%，QC 浓度下
的回收率在 70%–120% 之间。

综上所述，使用 Ultivo LC/TQ 和 1260 
Infinity II 的联用系统，可根据欧盟标准要
求成功分析实际蜂蜜样品中的 SMR。本
文所述的样品前处理方法是一种稀释后即
可进样的 LLE 流程，步骤简单、快速且
成本低。
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