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超高效液相色谱指纹图谱结合化学模式
识别在狼牙蜜质量评价中的应用
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摘　要:采用超高效液相色谱法(UHPLC)建立２８批不同产地狼牙蜜样品的指纹图谱,结合化

学模式识别对狼牙蜜进行质量研究,为狼牙蜜的掺伪鉴别和产地来源判断提供依据.称取狼牙蜜

样品２０g,加入１５mL水,涡旋溶解,然后加入１５mL乙酸乙酯,涡旋提取,离心后,取上清液,残渣

中加入１０mL乙酸乙酯重复提取一次,合并上清液,于３０ ℃氮吹至近干,用１mL甲醇复溶,过

０．２２μm 有机滤膜.滤液注入超高效液相色谱仪,以 ACQUITYUPLCBEHC１８色谱柱为固定相,
以０．１％(体积分数,下同)甲酸溶液Ｇ含０．１％甲酸的甲醇溶液为流动相体系进行梯度洗脱,用二极

管阵列检 测 器 在 检 测 波 长 ２８０nm 下 进 行 测 定.利 用 中 药 色 谱 指 纹 图 谱 相 似 度 评 价 系 统

(２０１２．１３０７２３版),得到２８批狼牙蜜样品的指纹图谱和对照指纹图谱,生成２２个共有峰.通过与

混合对照品溶液色谱图进行比对,初步指认出其中９个共有峰,对应的化合物分别为对羟基苯甲

酸、咖啡酸、对香豆酸、阿魏酸、芥子酸、丁香酸甲酯、槲皮素、山奈酚、白杨素.２８批狼牙蜜样品的

指纹图谱与对照指纹图谱的相似度为０．９０９~０．９９３.对掺入不同质量分数(５％~５０％)油菜蜜和

洋槐蜜的狼牙蜜样品进行模拟掺伪检测分析,得到的掺伪狼牙蜜样品的指纹图谱与对照指纹图谱

的相似度为０．２５１~０．８５３.采用分层聚类分析、主成分分析、正交偏最小二乘Ｇ判别分析对２８批狼

牙蜜样品进行研究,结果表明,３种方法均将２８批狼牙蜜样品分为３类,徽县产区的样品被分为一

类,两当县产区的样品被分为两类.对指认出的９种化合物进行定量分析,９种化合物标准曲线的

线性范围均为０．５~２００．０mg􀅰L－１,检出限(３S/N)均为０．０１mg􀅰kg－１,２８批狼牙蜜样品中对羟

基苯甲酸、芥子酸、槲皮素、山奈酚含量较高,但各批次样品中每种成分含量差异较大.
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　　狼牙蜜是由蜜蜂采集狼牙刺花(白刺花)的花蜜

并与自身分泌物相结合,经充分酿造而成的天然甜

味物质[１Ｇ２],其味甘甜芳香、品质细腻,具有良好的食

用价值和药用价值,备受消费者青睐[３Ｇ４].研究表

明,狼牙蜜中富含葡萄糖、果糖、氨基酸、蛋白质、维
生素、生物碱、多酚、黄酮类化合物等物质[５Ｇ６],具有

抗肿瘤、抗炎症、抗氧化、抗衰老、抑菌、保护肝功能

和免疫调节等多种功效[７Ｇ９].甘肃狼牙蜜主要来源
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于陇南市两当县和徽县,两当县野生资源丰富,素有

“狼牙蜜之乡”的美称.因蜜源品种和产地的特殊

性,狼牙蜜的市售价格略高于一般蜂蜜,导致一些不

法商贩抓住漏洞掺假制假[１０Ｇ１２].目前掺假蜂蜜占

蜂蜜市场的 ２０％ ~３０％,有些地区高达 ５０％ 左

右[１３],主要的掺假方式有直接添加和间接掺假[１４],
例如,在蜂蜜中直接加入甜味剂、掺入低价蜂蜜、用
白砂糖或甜味剂喂养蜜蜂等,这种掺假现象严重影

响了蜂蜜市场的稳定性,损害了消费者的利益,使蜂

蜜产品的质量难以得到保障.由于狼牙蜜成分比较

复杂,掺假蜂蜜理化指标相似度极高,传统的检测标

准很难满足实际鉴定需求[１５],并且国内有关狼牙蜜

质量的评价鲜有报道,因此建立和完善狼牙蜜质量
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评价体系显得尤为迫切.
酚类化合物是蜂蜜中一类重要的活性物质,近

年来,通过分析蜂蜜中的酚类化合物的组成和含量

来判 断 蜂 蜜 的 花 源 和 地 理 来 源 的 文 献 已 有 报

道[１６Ｇ１７],常 见 的 分 析 方 法 有 紫 外Ｇ可 见 分 光 光 度

法[５]、液相色谱Ｇ质谱联用法[１８]、液相色谱Ｇ四极杆飞

行时间质谱法等[１９].基于此,本工作采用超高效液

相色谱法(UHPLC)建立２８批不同产地狼牙蜜的

指纹图谱,结合化学模式识别建立狼牙蜜的质量评

价模型,以期为狼牙蜜的品质鉴定和评审、掺假鉴别

提供技术支持.

１　试验部分

１．１　仪器与试剂

ACQUITYUPLCHＧClass型超高效液相色谱

仪,配四元泵、自动进样系统、柱温箱、二极管阵列检

测器和 Empower３工作站;BCＧ１００型多管涡旋混

合仪;３K３０型台式高速冷冻离心机;BSA８２２型电

子天平.
混合对照品溶液１:１０mg􀅰L－１,称取适量的香

豆酸、阿魏酸、芥子酸、山奈酚、丁香酸、咖啡酸、绿原

酸、对羟基苯甲酸、香草酸、槲皮素、芦丁对照品,用
甲醇溶解并定容至１０ mL,配制成质量浓度均为

１０mg􀅰L－１的混合对照品溶液１,于４℃冷藏备用.
混合对照品溶液２:１０mg􀅰L－１,称取适量的原

儿茶酸、间羟基苯甲酸、香兰素、对香豆酸、丁香酸甲

酯、杨梅素、橙皮素、白杨素、高良姜素对照品,用甲

醇溶 解 并 定 容 至 １０ mL,配 制 成 质 量 浓 度 均 为

１０mg􀅰L－１的混合对照品溶液２,于４℃冷藏备用.
原儿茶酸、杨梅素、香兰素对照品的纯度均不小

于９９．０％;香豆酸、阿魏酸、芥子酸、山奈酚、丁香

酸、咖啡酸、绿原酸、香草酸、槲皮素、芦丁、丁香酸甲

酯、对香豆酸、橙皮素、白杨素、高良姜素、对羟基苯

甲酸、间羟基苯甲酸对照品的纯度均不小于９８．０％;
甲醇、甲酸均为色谱纯;乙酸乙酯为分析纯;试验用

水为屈臣氏蒸馏水.

２８批狼牙蜜样品的采集信息见表１.

１．２　仪器工作条件

ACQUITYUPLCBEH C１８色谱柱(５０mm×
２．１mm,１．７μm);柱温３５℃;流动相A为０．１％(体
积分数,下同)甲酸溶液,B为含０．１％甲酸的甲醇溶

液;流量０．３０mL􀅰min－１;进样量２μL;检测波长

２８０nm.梯度洗脱程序见表２.

表１　２８批狼牙蜜样品的采集信息

Tab．１　Informationof２８batchesofbitter

thornnectarsamplescollected

样品编号 采集时间 产地

S１ ２０２２Ｇ０５Ｇ２０ 徽县水阳乡

S２ ２０２２Ｇ０５Ｇ２２ 徽县高桥乡

S３ ２０２２Ｇ０５Ｇ２０ 两当县张家乡

S４ ２０２２Ｇ０５Ｇ２４ 两当县泰山乡

S５ ２０２２Ｇ０５Ｇ２４ 两当县鱼池乡

S６ ２０２２Ｇ０５Ｇ２４ 两当县泰山乡

S７ ２０２２Ｇ０５Ｇ２２ 两当县左家乡

S８ ２０２２Ｇ０５Ｇ２４ 两当县泰山乡

S９ ２０２２Ｇ０５Ｇ２０ 两当县张家乡

S１０ ２０２２Ｇ０５Ｇ２１ 两当县杨店乡

S１１ ２０２２Ｇ０５Ｇ２３ 两当县显龙乡

S１２ ２０２２Ｇ０５Ｇ２３ 两当县金洞乡

S１３ ２０２２Ｇ０５Ｇ２５ 两当县云屏乡

S１４ ２０２２Ｇ０５Ｇ２２ 两当县站儿巷镇

S１５ ２０２２Ｇ０５Ｇ２１ 两当县杨店乡

S１６ ２０２２Ｇ０５Ｇ２０ 两当县西坡镇

S１７ ２０２２Ｇ０５Ｇ２０ 徽县永宁镇

S１８ ２０２２Ｇ０５Ｇ２２ 徽县柳林镇

S１９ ２０２２Ｇ０５Ｇ２３ 两当县城关镇

S２０ ２０２２Ｇ０５Ｇ２２ 两当县杨店乡

S２１ ２０２２Ｇ０５Ｇ２３ 两当县金洞乡

S２２ ２０２２Ｇ０５Ｇ２３ 两当县城关镇

S２３ ２０２２Ｇ０５Ｇ２０ 两当县西坡镇

S２４ ２０２２Ｇ０５Ｇ２５ 两当县云屏乡

S２５ ２０２２Ｇ０５Ｇ２３ 两当县金洞乡

S２６ ２０２２Ｇ０５Ｇ２２ 两当县站儿巷镇

S２７ ２０２２Ｇ０５Ｇ２５ 两当县云屏乡

S２８ ２０２２Ｇ０５Ｇ２２ 两当县左家乡

表２　梯度洗脱程序

Tab．２　Gradientelutionprocedure

时间/min φA/％ φB/％ 时间/min φA/％ φB/％

０ ９５．０ ５．０ ４０．００ １５．０ ８５．０

５．００ ９５．０ ５．０ ４３．００ １０．０ ９０．０

１０．００ ９０．０ １０．０ ４５．００ １０．０ ９０．０

１５．００ ７０．０ ３０．０ ４６．５０ ９５．０ ５．０

３５．００ ４０．０ ６０．０

１．３　试验方法

称取狼牙蜜样品２０g(精确至０．０１g)于５０mL
􀅰４８７􀅰
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离心管中,加入１５mL水,涡旋５min,加入１５mL
乙酸乙酯,涡旋１０min,以转速１００００r􀅰min－１离

心５min.取上清液于另一５０mL离心管中,残渣

中加入１０mL乙酸乙酯重复提取一次.合并上清

液于同一５０mL离心管中,于３０℃氮吹至近干,用

１mL甲醇复溶,过０．２２μm 有机滤膜,滤液按照仪

器工作条件进行测定.利用中药色谱指纹图谱相似

度评价系统(２０１２．１３０７２３ 版)以及 Origin２０２１、

SPSS２５．０、SIMCA１４．１软件对数据进行处理.

２　结果与讨论

２．１　称样量和提取溶剂的选择

试验考察了称样量分别为５,１０,１５,２０,２５g时

对色谱峰的影响.结果表明:当称样量为５,１０,１５g
时,色谱峰个数少,峰强度较弱;当称样量为２０,２５g
时,出峰较多,且各色谱峰分离效果好,但称样量为

２５g时一些色谱峰强度稍有降低.因此,试验选择

的称样量为２０g.
接着,试验考察了甲醇、８０％(体积分数,下同)

甲醇溶液、乙酸乙酯为提取溶剂时对对羟基苯甲酸、
咖啡酸、对香豆酸、阿魏酸、芥子酸、丁香酸甲酯、槲
皮素、山奈酚、白杨素提取效果的影响.称取狼牙蜜

样品２０g,分别用甲醇、８０％甲醇溶液、乙酸乙酯进

行提取,９种目标物的测定值见表３.

表３　不同提取溶剂下９种目标物的测定值

Tab．３　Determinedvaluesof９targetcompounds

underdifferentextractionsolvents

化合物
测定值w/(μg􀅰kg－１)

甲醇 ８０％甲醇溶液 乙酸乙酯

对羟基苯甲酸 ７６６．１ ９２６．６ １１２０．７

咖啡酸 １１２．６ ２４４．８ ２８１．６

对香豆酸 ８９４．６ １４３６．８ ２６２２．７

阿魏酸 ７６．２ １１５．６ ２２２．６

芥子酸 １６６．２ １６９．２ ２１４．１

丁香酸甲酯 ４４．８ １０１．６ １１４．８

槲皮素 ４７８．６ ２６８．４ ４８１．４

山奈酚 １６２６．８ ２０１１．７ ３４３１．６

白杨素 ６１．８ １０１．１ １９９．２

　　结果表明:以甲醇提取时会发生乳化现象,导致

对目标物提取不彻底;以８０％甲醇溶液提取时,目
标物测定值相对较低;以乙酸乙酯为提取溶剂时,目
标物测定值均较高,且色谱图基线平稳.因此,试验

选择的提取溶剂为乙酸乙酯.

２．２　色谱条件的选择

２．２．１　色谱柱

试 验 考 察 了 ACQUITY UPLC BEH C１８

(５０mm× ２．１ mm,１．７ μm)、Thermo C１８

(２５０mm×４．９ mm,５μm)、AgilentExtendC１８

(２５０mm×４．６mm,５μm)等３种色谱柱的分离效

果.结果表明,使用 ThermoC１８、AgilentExtend
C１８色谱柱时,得到的色谱图基线不稳定,个别目标

物色 谱 峰 和 杂 质 峰 重 合,分 离 效 果 不 佳;使 用

ACQUITYUPLCBEHC１８色谱柱时,出峰较多,峰
形尖锐,且各色谱峰分离效果较好.因此,试验选择

的色谱柱为ACQUITYUPLCBEHC１８色谱柱.

２．２．２　流动相体系

试验考察了甲醇Ｇ水、乙腈Ｇ水和０．１％甲酸溶

液Ｇ含０．１％甲酸的甲醇溶液分别为流动相体系时对

目标物分离效果的影响.结果表明:在相同的梯度

洗脱程序下,以乙腈Ｇ水为流动相体系时,部分色谱

峰重合,分离度不高;以甲醇Ｇ水为流动相体系时,虽
然各色谱峰可基本分离,但基线漂移严重,难以稳定

检测;当在甲醇Ｇ水流动相体系中加入０．１％甲酸后,
各色谱峰分离效果较好.因此,试验选择的流动相

体系为０．１％甲酸溶液Ｇ含０．１％甲酸的甲醇溶液.

２．２．３　检测波长

试验进一步考察了检测波长分别为２１０,２５４,

２８０,３２５,３６０nm 时色谱图的出峰情况.结果表明,
当检测波长为２８０nm 时,色谱峰个数较多,分离度

较好,且基线平稳.因此,试验选择的检测波长为

２８０nm.

２．３　狼牙蜜指纹图谱的建立及相似度评价

２．３．１　狼牙蜜指纹图谱

按照试验方法对２８批狼牙蜜样品进行分析,记
录色谱图,将测定的数据以 AIA格式导入中药色谱

指纹图谱相似度评价系统(２０１２．１３０７２３版),以S２
样品色谱图为参照指纹图谱,采用中位数法,设定时

间窗宽度为０．１,多点校正后进行峰匹配,得到２８批

狼牙蜜样品的指纹图谱和对照指纹图谱(R),生成

２２个共有峰,结果如图１所示.
通过与混合对照品溶液色谱图[图２(a)和(b)]

进行比对,初步指认出９个共有峰,其中峰４为对羟

基苯甲酸,峰５为咖啡酸,峰６为对香豆酸,峰７为

阿魏酸,峰９为芥子酸,峰１１为丁香酸甲酯,峰１３
为槲皮素,峰１６为山奈酚,峰２０为白杨素.

􀅰５８７􀅰



王斐斐,等:超高效液相色谱指纹图谱结合化学模式识别在狼牙蜜质量评价中的应用

４－对羟基苯甲酸;５－咖啡酸;６－对香豆酸;７－阿魏酸;９－芥子酸;１１－丁香酸甲酯;

１３－槲皮素;１６－山奈酚;２０－白杨素

图１　２８批狼牙蜜样品指纹图谱和对照指纹图谱

Fig．１　Fingerprintsof２８batchesofbitterthornnectarsamplesandreferencefingerprint

１－香豆酸;２－对羟基苯甲酸;３－香草酸;４－咖啡酸;

５－绿原酸;６－丁香酸:７－阿魏酸;８－芥子酸;

９－芦丁;１０－槲皮素;１１－山奈酚

(a)　混合对照品溶液１

１－原儿茶酸;２－间羟基苯甲酸;３－香兰素;４－对香豆酸;

５－丁香酸甲酯;６－杨梅素;７－橙皮素;

８－白杨素;９－高良姜素

(b)　混合对照品溶液２
图２　色谱图

Fig．２　Chromatograms

２．３．２　相似度评价

使用 中 药 色 谱 指 纹 图 谱 相 似 度 评 价 系 统

(２０１２．１３０７２３版)对２８批狼牙蜜样品进行相似度

评价,结果如表４所示.

表４　相似度评价结果

Tab．４　Resultsofsimilarityevaluation

样品编号 相似度 样品编号 相似度

S１ ０．９８８ S１５ ０．９８７

S２ ０．９９２ S１６ ０．９９２

S３ ０．９８１ S１７ ０．９４８

S４ ０．９９１ S１８ ０．９１４

S５ ０．９７０ S１９ ０．９０９

S６ ０．９９２ S２０ ０．９１１

S７ ０．９９１ S２１ ０．９１６

S８ ０．９８１ S２２ ０．９４５

S９ ０．９８６ S２３ ０．９３６

S１０ ０．９９３ S２４ ０．９２５

S１１ ０．９８９ S２５ ０．９１８

S１２ ０．９８０ S２６ ０．９９１

S１３ ０．９５１ S２７ ０．９８６

S１４ ０．９９１ S２８ ０．９８３

　　结果显示:２８批狼牙蜜指纹图谱与对照指纹图

谱的相似度均大于０．９００,表明这２８批样品品质较

为一致,相对稳定.
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２．４　掺假狼牙蜜指纹图谱对比

在狼牙蜜中加入一定量的油菜蜜和洋槐蜜,按
照相同试验方法进行分析,比较了掺假狼牙蜜指纹

图谱与对照指纹图谱的相似度.结果表明:当在狼

牙蜜样品中添加质量分数为５％,１０％,２０％,３０％,

４０％,５０％的洋槐蜜时,其与对照指纹图谱的相似度

分别为０．８５３,０．７６７,０．６３２,０．５１２,０．３２９,０．２５１;添
加质量分数为５％,１０％,２０％,３０％,４０％,５０％的

油菜蜜 时,其 与 对 照 指 纹 图 谱 的 相 似 度 分 别 为

０．８２５,０．７９３,０．６１５,０．４９７,０．３３９,０．２７１.从相似度

结果可以明显看出,掺入其他蜂蜜后,得到的指纹图

谱与狼牙蜜对照指纹图谱相差较大,因此利用建立

的指纹图谱可为狼牙蜜的掺假鉴定提供数据参考.

２．５　化学模式识别

２．５．１　分层聚类分析

以２２个共有峰为变量,将数据导入SPSS２５．０
软件,运 用 欧 氏 距 离 对 数 据 进 行 分 层 聚 类 分 析

(HCA),结果见图３.
结果显示:当欧氏距离为１０时,２８批狼牙蜜样

品被分为３类,来自两当县张家乡(S３、S９)、泰山乡

(S４、S６、S８)、鱼池乡(S５)、左家乡(S７、S２８)的样品

为一类,来自徽县水阳乡(S１)、高桥乡(S２)、永宁镇

图３　HCA树状图

Fig．３　DendrogramobtainedbyHCA

(S１７)、柳林镇(S１８)的样品为一类,来自两当县杨

店乡(S１０、S１５、S２０)、显龙乡(S１１)、云屏乡(S１３、

S２４、S２７)、站儿巷镇(S１４、S２６)、西坡镇(S１６、S２３)、
城关镇(S１９、S２２)、金洞乡(S１２、S２１、S２５)的样品为

一类,表明２８批狼牙蜜样品成分之间存在一定的差

异,可能与蜜源、花源和地理环境因素(如土壤、季
节、温度和气候)有关[２０].

２．５．２　主成分分析

采用SIMCA１４．１软件,以２２个共有峰为变量

进行主成分分析(PCA),结果见图４.

图４　主成分得分图

Fig．４　Principalcomponentscoreplot

　　由图４可知,２８批狼牙蜜样品被分为３类,来
自徽县的样品(S１、S２、S１７、S１８)被分为一类,来自

两当县的样品被分为两类(S３、S４、S５、S６、S７、S８、

S９、S２８为一类,其余样品为一类).PCA 结果与

HCA结果一致,进一步表明狼牙蜜质量与其产地

相关性较大.

２．５．３　正交偏最小二乘Ｇ判别分析

根据PCA 结果,以２２个共有峰为变量进行正

交偏最小二乘Ｇ判别分析(OPLSＧDA),结果见图５.
结果表明:模型的自变量拟 合 指 数 (R２

X )为

０．８９４,因变量拟合指数(R２
Y )为 ０．９５１,预测指数

(Q２)为０．７９４.由图５可知,２８批狼牙蜜样品被分

为３类,分类结果与PCA、HCA结果一致,其中,产
地为两当县的样品基本分布在纵轴的负半轴,产地

为徽县的样品分布在纵轴的正半轴,并且同产地样

品的重复性良好,表明该模型可用于不同产地狼牙

蜜的识别,其中成分含量存在一定的差异性.

２．６　方法学验证

２．６．１　重复性试验

取S２样品,按照试验方法制备并测定６份供试
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图５　OPLSＧDA得分图

Fig．５　ScoreplotobtainedbyOPLSＧDA

品溶液,以峰７(阿魏酸)为参照色谱峰,计算各共有

峰与参照色谱峰的相对保留时间和相对峰面积的相

对标准偏差(RSD).结果显示,相对保留时间的

RSD均 小 于 ２．５％,相 对 峰 面 积 的 RSD 均 小 于

２．８％,表明方法重复性良好.

２．６．２　稳定性试验

取S１０样品,按照试验方法制备６份供试品溶

液,分别于放置０,６,１２,１８,２４h进样测定.结果显

示,各共有峰与参照色谱峰的相对保留时间的 RSD
均小于２．８％,相对峰面积的 RSD均小于３．０％,表
明供试品溶液在２４h内稳定性良好.

２．６．３　仪器精密度试验

取S５样品,按照试验方法制备１份供试品溶

液,连续进样６次.结果显示,各共有峰与参照色谱

峰的相对保留时间的 RSD均小于２．６％,相对峰面

积的RSD均小于２．８％,表明仪器精密度良好.

２．６．４　标准曲线和检出限

称取适量的对羟基苯甲酸、咖啡酸、对香豆酸、
阿魏酸、芥子酸、丁香酸甲酯、槲皮素、山奈酚、白杨

素对 照 品,用 甲 醇 溶 解,配 制 成 质 量 浓 度 均 为

１．０g􀅰L－１的混合标准溶液;分取适量,用甲醇稀

释、定容,配制成质量浓度为０．５,１．０,２．０,５．０,２５．０,

５０．０,１００．０,２００．０mg􀅰L－１的混合标准溶液系列,

按照仪器工作条件进行测定,以各成分的质量浓度

为横坐标,对应的峰面积为纵坐标绘制标准曲线.
结果显示,９种成分标准曲线的线性范围均为０．５~
２００．０mg􀅰L－１,线性参数见表５.

表５　线性参数

Tab．５　Linearityparameters

化合物 线性回归方程 相关系数

对羟基苯甲酸 y＝５７２０x－３４５．２ ０．９９９８

咖啡酸 y＝１２９２x＋４０９５ ０．９９９７

对香豆酸 y＝３４４２x＋１６４１ ０．９９９８

阿魏酸 y＝１５７５x＋１６１４ ０．９９９５

芥子酸 y＝８３００x＋２０６０ ０．９９９８

丁香酸甲酯 y＝１８６２x＋７６５．２ ０．９９９８

槲皮素 y＝１６９２x＋３０１．６ ０．９９９７

山奈酚 y＝７８０１x＋２９５２ ０．９９９５

白杨素 y＝２４２５x＋３６６８ ０．９９９６

　　以３倍信噪比(S/N)计算检出限(３S/N),结果

显示,９种成分的检出限均为０．０１mg􀅰kg－１.

２．７　样品分析

按照试验方法测定２８批狼牙蜜中９种成分的

含量,结果见表６.

表６　样品分析结果

Tab．６　Analyticalresultsofthesamples μg􀅰kg－１

样品编号 对羟基苯甲酸 咖啡酸 对香豆酸 阿魏酸 芥子酸 丁香酸甲酯 槲皮素 山奈酚 白杨素

S１ ３８５．３ ３１３．４ １０４．９ １１５．１ ３７０．１ ２２４．９ ８６５．５ １４２９．３ １４５．１

S２ ３５３．０ ２７８．８ １１２．２ ９６．９ ７７４．５ ２６０．６ ８４１．９ １０６５．５ １５６．９

S３ １１７０．９ ３５４．６ １１８．７ １２２．２ ７５１．２ ２７７．８ １０２２．０ １１６１．６ １６１．８

S４ １０８１．４ ３６５．９ １２３．５ １２９．２ ６６４．９ ２８２．５ １０３０．３ １２４０．１ １７２．９

S５ １００８．２ ３７６．４ １２２．５ １２８．３ ６４４．２ ２８１．７ １００１．６ １１８７．９ １７２．９
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表６(续) μg􀅰kg－１

样品编号 对羟基苯甲酸 咖啡酸 对香豆酸 阿魏酸 芥子酸 丁香酸甲酯 槲皮素 山奈酚 白杨素

S６ ８３２．１ ２６２．４ ８４．１ ９０．６ ３８７．０ １８５．２ ７１９．５ １２３７．１ １２２．２

S７ １３３５．１ ３８８．４ １３２．２ １３９．３ ５５１．６ ２９１．１ １１３０．０ １９７０．２ １９４．７

S８ １３４４．０ ２５５．１ ９６．７ １２７．３ ３２２．１ ５４７．５ ５５１．４ １８６０．８ １３８．５

S９ ９９０．４ ５７．５ ９３．３ ９３．５ １９５．３ ５３１．１ ４４０．８ １０５７．５ １９４．３

S１０ １６６５．８ ２８８．６ １１２．７ １４６．８ ３７２．６ ６５２．０ ６３９．８ ２３８１．７ ７３．４

S１１ １６２１．７ ２７９．５ １２２．９ １４９．２ ４１６．２ ５８５．２ ５６９．６ １７７２．７ ７３．６

S１２ １５０５．７ ３０９．２ １２３．３ １４９．５ ３９８．１ ６７４．９ ６９０．９ ２３４６．２ ７２．０

S１３ １５３６．４ ２８０．７ １０６．５ １２９．３ ３４１．３ ６００．５ ６００．５ ２０４５．６ ７６．０

S１４ １４７６．３ １６４．６ １１４．３ ２２８．６ ２７４．９ １１６．１ ３３３．２ ８８５．３ ９４．５

S１５ ８５６．１ １９１．８ １１９．８ ２４３．４ ２９７．８ １２４．８ ３５０．２ ９６３．８ ９９．１

S１６ ７７８．８ １６７．６ １１２．４ １３９．６ ４７５．２ １１６．６ ３３３．１ ９１１．０ ９８．８

S１７ ３７７．５ １５９．５ ９６．４ ２１９．７ ２５２．２ １１２．４ ２７７．３ ７６５．３ ８２．９

S１８ ２５８．９ １７５．１ １２０．３ ２５３．６ ３０３．０ １３５．６ ３７８．８ ９５５．５ １０１．０

S１９ １１５２．４ １４７．１ １０２．４ ２４１．６ ２８３．２ １１３．４ ３１２．９ ８６０．８ ８７．３

S２０ １１２５．３ １５４．７ １０７．１ ２４１．０ ２８４．５ １１６．９ ３４４．３ ８９４．１ ９２．２

S２１ １５６３．２ １８２．６ １２２．６ ２４２．７ ３０７．７ １３３．２ ３６１．０ ８７５．７ ９０．０

S２２ １２５８．９ １９５．４ １０７．５ ２０２．５ ２５８．９ ２０３．７ ３８４．３ １１６５．５ ７９．７

S２３ １４１９．７ １４７．１ １０６．５ １９２．６ ２５６．６ １０７．４ ３２８．３ ７９５．３ ８４．１

S２４ １００９．４ １２２．１ ８２．０ １５８．０ ２１０．４ ９５．８ ２６６．５ ６７２．３ １２６．２

S２５ ８０８．７ １６６．５ ７８．４ １５７．１ １６１．６ １２９．８ ５１４．３ ９６４．８ １０５．９

S２６ １４３９．７ ２２４．４ １１６．１ ２０４．９ ２７０．８ ３８１．５ ４９４．４ １２２２．３ ８１．４

S２７ １６０８．７ １７７．３ １１２．４ ２１５．５ ２７１．９ １１９．０ ３４６．９ ８５１．４ ８９．６

S２８ １２０３．６ ２１８．６ ９５．５ １８４．３ １９７．９ ９７．８ ３３２．７ ５３２５．０ １５３．８

　　结果表明:２８批狼牙蜜样品中对羟基苯甲酸

(２５８．９~１６６５．８μg􀅰kg－１)、芥 子 酸 (１６１．６~

７７４．５μg􀅰kg－１)、槲皮素 (２６６．５~１１３０．０μg􀅰

kg－１)、山奈酚(６７２．３~５３２５．０μg􀅰kg－１)含量较

高,但各批次样品中每个成分含量差异较大,例如来

自徽县的S１、S２、S１７、S１８样品中对羟基苯甲酸质

量分数为２５８．９~３８５．３μg􀅰kg－１,相对较低.

本工作采用 UHPLC建立２８批不同产地狼牙

蜜的指纹图谱,指认出其中９种酚类化合物,并对这

９种成分含量进行测定,结合 HCA、PCA 及 OPLSＧ
DA对狼牙蜜进行品质评价和分类.结果表明:狼
牙蜜中对羟基苯甲酸、芥子酸、槲皮素、山奈酚含量

较高,HCA、PCA、OPLSＧDA分类结果一致,均可将

两当县和徽县样品区分开来,并且利用指纹图谱成

功鉴别了掺入质量分数５％以上其他蜂蜜的掺假狼

牙蜜.
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ApplicationofUltraＧHighPerformanceLiquidChromatography
FingerprintwithChemicalPatternRecognitionin

QualityEvaluationofBitterThornNectar

WANGFeifei１,WANGBo２,LIUAjing２,WANGJuan２,LIHaibin３,

KOUZonghong３,LIULanxia３,ZHOUXiaoping１,２∗

(１．CollegeofFoodScienceandEngineering,GansuAgriculturalUniversity,Lanzhou７３００７０,China;

２．TechnologyCenterofLanzhouCustoms,Lanzhou７３００１０,China;

３．BaiyinFoodInspectionandTestingCenter,Baiyin７３０９９９,China)

Abstract:Thefingerprintsof２８ batchesofbitterthorn nectarsamplesfrom differentorigins were
establishedbyultraＧhighperformanceliquidchromatography(UHPLC),andthequalityofsampleswerestudiedby
UHPLCfringerprintscombinedwithchemicalpatternrecognition,whichprovidedthebasisfortheidentificationof
adulterationanddiscriminationoforiginofbitterthornnectar．Bitterthornnectarsample(２０g)wastaken,and
dissolvedby１５mLofwaterwithvortex,and１５mLofethylacetatewasaddedintothemixtureforextractionwith
vortex．Aftercentrifugation,thesupernatantwastaken,and１０mLofethylacetatewasaddedintotheresiduefor
repeatextraction．Thesupernatantsobtainedwerecombinedandblowntoneardrynessbynitrogenat３０ ℃,the
residuewasredissolvedby１ mLofmethanol,andthemixedsolutionwasfilteredthrougha０．２２μm organic
membrane．ThefiltrateobtainedwasinjectedintoultraＧhighperformanceliquidchromatograph,withACQUITY
UPLCBEHC１８columnasstationaryphase,and０．１％ (volumefraction)formicacidsolutionandmethanolsolution
containing０．１％formicacidasmobilephasesystemforgradientelution,anddeterminedbydiodearraydetectorat
thedetectionwavelengthof２８０nm．Thefingerprintsof２８batchesofbitterthornnectarsamplesandreference
fingerprintwereobtainedbytheSimilarity EvaluationSystem forChromatographicFingerprintofTraditional
Chinese Medicine (２０１２．１３０７２３ edition),and ２２ common peaks were obtained．By comparing with the
chromatogramsofthe mixedreferencesolutions,９ common peaks wereidentified,andthecorresponding
compoundswerepＧhydroxybenzoicacid,caffeicacid,pＧcoumaricacid,ferulicacid,erucinicacid,methyleugenate,

quercetin,kaempferolandalbumin．Thesimilaritiesbetweenfingerprintsof２８batchesofbitterthornnectar
samplesandreferencefingerprintwereintherangeof０．９０９－０．９９３,andthesimilaritiesbetweenfingerprintsof

pseudobitterthornnectarsamplesandreferencefingerprintwereintherangeof０．２５１－０．８５３bysimulated
adulterationdetectionanalysisofrapehoneyandlocusthoneymixedwithdifferentmassconcentrations(５％ －
５０％)．The２８batchesofbitterthornnectarsamples werestudiedbyhierarchicalclusteranalysis,principal
componentanalysisandorthogonalpartialleastsquareＧdiscriminantanalysis．Theresultsshowedthat２８batchesof
bitterthornnectarsamplesweredividedintothreecategoriesbythethreemethods,withthesamplesfrom Huixian
countyforonecategory,andthesamplesfromLiangdangcountyfortwocategories．Thequantitativeanalysisof９
compoundsidentifiedshowedthatthelinearrangesofthestandardcurvesof９compoundswereintherangeof０．５－
２００．０mg􀅰L－１,withthesamedetectionlimit(３S/N)of０．０１mg􀅰kg－１．ThecontentsofpＧhydroxybenzoicacid,

erucinicacid,quercetinandkaempferolin２８batchesofbitterthornnectarsampleswerehigher,butthatofeach
componentineachbatchofsamplewassignificantlydifferent．

Keywords:ultraＧhighperformanceliquidchromatography (UHPLC);bitterthornnectar;fingerprint;

chemicalpatternrecognition;identificationofadulteration
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