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摘  要：目的：建立一种简单快速测定无刺蜂蜂蜜中海藻酮糖含量的分析方法，并基于此方法对不同无刺蜂种、

不同地理来源、不同采集时间等条件下所获得的无刺蜂蜂蜜中海藻酮糖的含量进行检测，以期为无刺蜂蜂蜜海藻

酮糖的开发和综合利用提供依据，同时也为相关食品标准的建立提供参考依据。方法：通过收集2019—2021年来

自不同无刺蜂蜂种、不同地区（中国云南、海南和马来西亚）无刺蜂蜂蜜，利用高效液相色谱-示差折光检测法，

对所收集的无刺蜂蜂蜜样品中海藻酮糖含量进行测定。结果：样品用纯水溶解，经0.22 μm尼龙滤膜过滤后，以纯

水为流动相，离子配体交换柱Hi-Plex Pb（300 mm×7.7 mm，8 μm）为分离色谱柱对无刺蜂蜂蜜中的糖类物质进行

分离。Hi-Plex Pb色谱柱可成功将海藻酮糖与蜂蜜中其他寡糖基线分离，检测方法回收率高、重复性好（回收率为

93.50%～95.71%，相对标准偏差不高于0.61%），该方法可对无刺蜂蜂蜜样品中的海藻酮糖进行准确分析。结果表

明，无刺蜂蜂蜜样品中海藻酮糖质量分数为7.0%～30.8%，不同年度收集的无刺蜂蜂蜜样品中海藻酮糖含量差异显

著（P＜0.05），且不同蜂种间海藻酮糖含量也具有显著差异（P＜0.05）。结论：本研究建立了一种简单、快速、准

确分析无刺蜂蜂蜜中海藻酮糖的检测方法，此方法可以应用于无刺蜂蜂蜜中海藻酮糖的测定和无刺蜂蜂蜜的质量控

制。实际样品分析结果显示，无刺蜂蜂蜜中含有丰富的海藻酮糖，可作为无刺蜂蜂蜜鉴别和评价的主要品质指标。
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Abstract: Objective: This study aimed to establish a high performance liquid chromatography coupled with refractive 

index detector (HPLC-RID) method for the determination of trehalulose in stingless bee honey, and apply it to actual 

samples from different stingless bee species, geographic origins, and harvest dates. Methods: We collected stingless bee 

honey samples produced by different bee species in Yunnan and Hainan as well as Malaysia in 2019–2021 for analysis by 

HPLC-RID. Results: The samples were dissolved in pure water and filtered through a 0.22 μm nylon membrane. Baseline 

chromatographic separation of trehalulose from other oligosaccharides in honey was achieved on a Hi-Plex Pb column 

(300 mm × 7.7 mm, 8 μm) using pure water as the mobile phase. The method had high recoveries (ranging from 93.50%–

95.71%, with relative standard deviation (RSD) not larger than 0.61%) and good repeatability and accuracy. The content of 

trehalulose in stingless bee honey ranged from 7.0% to 30.8%, and varied significantly across harvest years and bee species  
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(P < 0.05). Conclusion: The proposed method is simple, rapid and accurate and can be used for the determination of 

trehalulose in stingless honey for quality control purposes. Stingless bee honey is rich in trehalulose, which can be a potential 

quality index for the identification and evaluation of stingless bee honey.
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无刺蜂属于膜翅目（Hymenop t e r a）、蜜蜂科

（Apidae）、麦蜂族（Meliponini）昆虫，由于尾部蛰针

退化，故被名为无刺蜂。其主要生活在热带和亚热带地

区，在我国主要分布于中国台湾、云南和海南等热带地

区[1-2]。无刺蜂身型较小，是热带植物的重要授粉者[3]，

它可采集巢穴周围开花的汁液、植物或昆虫分泌物，并

储存于用蜂胶和蜂蜡的混合物制成的球型罐中，即为无

刺蜂蜂蜜[4]。研究发现无刺蜂蜂蜜中含有丰富的营养成

分，如多酚类化合物等[5]，具有显著的药理活性和药用

价值，例如抗氧化 [6-7]、消炎 [8-9]、抑菌 [10-12]、促进伤口

愈合[13-14]、抗糖尿病[15-16]、治疗眼部疾病[17]、调节机体 

代谢[18]、调节肠道菌群[19]等，因此会被认为是一种重要

的保健食品[20-21]，越来越受消费者的喜爱。无刺蜂蜂蜜的

口感酸甜，水分含量较高，主要由糖类组成，约占其干

质量碳水化合物的95%～97%[22-24]。

海藻酮糖是一种还原性二糖，目前仅在天然无刺蜂

蜂蜜中发现[25]，难以用化学合成，研究表明目前只有某

些微生物可以通过蔗糖异构酶转化蔗糖生成异麦芽酮糖

和海藻酮糖[26]。这些蔗糖异构体比蔗糖具有更高的酸稳

定性，在某种程度上可以增加物种的竞争优势。高蔗糖

饮食除了会引起人体的肥胖、高血压、高血脂、高血糖

等代谢疾病[27]，还会引起全身和脑部炎症[28]，以及增加

结肠直肠癌[29]等风险。考虑到蔗糖异构体还没有副作用

的报道，这些物质可能是理想的蔗糖替代品[30]。异麦芽

酮糖的甜度约为蔗糖的30%；但海藻酮糖甜度是蔗糖的

60%，具有高度水溶性，可作为填充剂、保湿剂和质地

增强剂，适合用于果冻和果酱等高甜食品加工[31]。海藻

酮糖的消化吸收慢于蔗糖，会降低单糖和胰岛素释放到

血液中的速率，可用于糖尿病患者的食品和饮料[32]；并

且海藻酮糖不作为能引起龋齿的变形链球菌的葡萄糖基

转移酶的底物，显著降低龋齿病，防止蛀牙[33]。除了作

为食品成分的优点外，海藻酮糖的还原性使其成为良好

的化学修饰前体，并且还被用于制作糖醇，作为低热量

的甜味剂和生物相容性聚合物[25]。海藻酮糖具有优秀的

生物学功能，然而目前鲜见针对我国无刺蜂蜂蜜中海藻

酮糖的研究报道。

无刺蜂蜂蜜含有多种功效成分，消费者对无刺蜂

蜂蜜衍生产品的需求迅速增长，无刺蜂蜂蜜的鉴别、质

量控制和标准对于无刺蜂蜂蜜的应用具有重要的支撑意

义。但我国无刺蜂蜂产品相关研究刚起步，对其化学组

分及营养成分的研究才刚刚开始。本实验以我国无刺蜂

蜂蜜为研究对象，通过建立无刺蜂蜂蜜中海藻酮糖的检

测方法，对我国无刺蜂蜂蜜样品中的海藻酮糖进行分

析。通过样品的采集地点、时间、蜂种差异，分析海藻

酮糖在无刺蜂蜂蜜中的含量及稳定性，旨在为相关食品

标准的建立提供一定参考依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

无刺蜂蜂蜜样品主要是2019—2021年从我国海南、

云南和马来西亚采集，具体样品编号、所属的蜂种、采

集日期和地点详见表1。

表 1 无刺蜂蜂蜜样品

Table 1 Details of stingless bee honey samples tested

编号 蜂种 采集日期 采集地点

1 黄纹无刺蜂（Lepidotrigona flavibasis） 2020.5 云南

2 黄纹无刺蜂（L. flavibasis） 2020.5 云南

3 黄纹无刺蜂（L. flavibasis） 2020.5 云南

4 黄纹无刺蜂（L. flavibasis） 2020.5 云南

5 黄纹无刺蜂（L. flavibasis） 2020.5 云南

6 黄纹无刺蜂（L. flavibasis） 2020.5 云南

7 顶无刺蜂（L. terminata） 2020.5 云南

8 顶无刺蜂（L. terminata） 2020.5 云南

9 顶无刺蜂（L. terminata） 2020.5 云南

10 顶无刺蜂（L. terminata） 2020.5 云南
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编号 蜂种 采集日期 采集地点

11 戈氏无刺蜂（Tetragonula gressitti） 2020.5 云南

12 戈氏无刺蜂（T. gressitti） 2020.5 云南

13 戈氏无刺蜂（T. gressitti） 2020.11 云南

14 混合样品（黄纹、顶、戈氏无刺蜂） 2020.11 云南

15 黄纹无刺蜂（L. flavibasis） 2020.11 海南

16 黄纹无刺蜂（L. flavibasis） 2019.11 海南

17 Heterotrigona itama 2019.5 马来西亚

18 H. itama 2019.5 马来西亚

19 H. itama 2019.5 马来西亚

20 H. itama 2019.5 马来西亚

21 H. itama 2019.5 马来西亚

22 黄纹无刺蜂（L. flavibasis） 2021.1 云南

23 黄纹无刺蜂（L. flavibasis） 2021.1 云南

24 黄纹无刺蜂（L. flavibasis） 2021.1 云南

25 黄纹无刺蜂（L. flavibasis） 2021.1 云南

26 黄纹无刺蜂（L. flavibasis） 2021.1 云南

27 黄纹无刺蜂（L. flavibasis） 2021.1 云南

28 黄纹无刺蜂（L. flavibasis） 2021.1 云南

29 黄纹无刺蜂（L. flavibasis） 2021.1 云南

30 黄纹无刺蜂（L. flavibasis） 2021.1 云南

31 黄纹无刺蜂（L. flavibasis） 2021.1 云南

洋 槐 蜂 蜜 、 枣 花 蜂 蜜 、 荆 条 蜂 蜜 （ 中 国 农

业科学院蜜蜂研究所实验蜂场，由意大利蜂 A p i s 
mell i fera采集）；麦卢卡蜜  康维他食品（中国）

有限公司；果葡糖浆（食品级）  安徽源森生物

科技有限公司；海藻酮糖标准品（H P L C≥9 0 %，

CAS：51411-23-5）  英国Biosynth  Carbosynth
公司；D -无水葡萄糖（H P L C≥ 9 9 . 5 %，C A S：

5 0 - 9 9 - 7 ）、 D - 果糖（ H P L C ≥ 9 9 . 5 % ， C A S ： 

57-48-7；）、蔗糖（HPLC≥98%，CAS：57-50-1）、

麦芽糖（HPLC≥98%，CAS：6363-53-7）、海藻糖

（HPLC≥98%，CAS：99-20-7）标准品  上海源 

叶生物科技有限公司；超纯水 中国华润怡宝饮料有限

公司。

1.2 仪器与设备

ME104E型电子分析天平 上海Mettler-Toledo仪
器有限公司；KQ-500DE数控超声波清洗器 昆山市

超声仪器有限公司；高效液相色谱（high  performance 
liquid chromatography，HPLC）仪（配示RID-10A示差 

检测器）  日本岛津有限公司；1 2 9 0高效液相色

谱 - 6 5 4 5电喷雾离子源四极杆飞行时间串联质谱仪  
安捷伦科技有限公司。

1.3 方法

1.3.1 糖标准品及蜂蜜样品溶液制备

海藻酮糖标准溶液：将1 g/mL的海藻酮糖母液，依次

稀释为300、150、50、25、10、5、2.5、1、0.5 mg/mL。
其他糖单标准品溶液：分别配制质量浓度为 

150 mg/mL的葡萄糖、果糖、蔗糖、麦芽糖和海藻糖标准

品溶液，后稀释为50 mg/mL的单标准品溶液。

混合标准品溶液：分别取150 mg /mL各标准溶液

20 μL，配成25 mg/mL的混合标准品溶液。

样品溶液：准确称取0.5 g样品于烧杯中，加入5 mL
水溶解，转移至10 mL的容量瓶中，用3 mL水清洗烧

杯，并转移至相同的容量瓶中，纯水定容。用一次性注

射器取1 mL样品溶液过0.22 μm尼龙滤膜到进样小瓶中，

准备进样。

1.3.2 色谱条件

Hi-Plex Pb色谱柱（300 mm×7.7 mm，8 μm）；流

动相：纯水；柱温50 ℃；压力0.6 kPa；RID-10A示差检

测器温度50 ℃；进样量10 μL；流速0.5 mL/min；单梯度

洗脱时间27.5 min。
1.3.3 高效液相色谱-电喷雾离子源四极杆飞行时间串

联质谱分析

50 mg/mL无刺蜂蜂蜜水用高效液相色谱仪按照1.3.2
节条件下进行分离，当保留时间为18.61 min的目标化合

物峰值出现时，用离心管收集洗脱液。将收集的单体物

质用冷冻干燥的方法出去溶剂水，然后配制成50 mg/mL
单体物质。

高效液相色谱条件：ACQUITY UPLC®BEH Amide
（2.1 mm×100 mm，1.7 μm）分离柱；柱温45 ℃，流速

0.15 mL/min，分别对制备单体和海藻酮糖、蔗糖、麦芽

糖标准品进样5 μL，流动相为50% A相（0.2%氨水）和

50% B相（乙腈）进行等度分离。

质谱条件：在负离子Auto MS/MS模式下对母离子

341.108 9（[M－H]－）进行撞击，获得二级碎片。干燥

气温度320 ℃，干燥气流速8 L/min，鞘气温度320 ℃，鞘

气流速11 L/min，喷嘴电压1 000 V，去簇电压130 V。

1.3.4 方法学考察

干扰性实验：将50 mg/mL海藻酮糖、葡萄糖、果

糖、蔗糖、麦芽糖和海藻糖混合标准品溶液，在1.3.2节
色谱条件下进样10 μL，记录各标准品糖的出峰时间及峰

面积，观察此方法中其他糖类物质对海藻酮糖的干扰。

标准曲线绘制：分别将50、25、10、5、2.5、1、
0.5 mg/mL的海藻酮糖标准溶液在1.3.2节和1.3.3节条

件下进样测定，以不同质量浓度海藻酮糖标准溶液 

（X，mg/mL）为横坐标，以不同质量浓度海藻酮糖标

准溶液的出峰面积（Y）为纵坐标绘制标准曲线。检出

限（limit of detection，LOD）为3 倍的信噪比，定量限

（limit of quantitation，LOQ）为10 倍的信噪比。

重复性实验：按照 1 . 3 . 1节方法平行制备 6  份 

50 mg/mL海藻酮糖标准品溶液，按照1.3.2节色谱条件进样

10 μL，记录6 份平行制备的标准品溶液的出峰时间，并计

算其相对标准偏差（relative standard deviation，RSD）。

精密度实验：按照1.3.1节方法制备50 mg/mL海藻酮

糖标准品溶液，按照1.3.2节色谱条件连续进样6 次，记录

标准品溶液的出峰时间，并计算其峰面积的RSD。

续表1
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稳定性实验：按照 1 . 3 . 1节方法平行制备 3  份 

50 mg/mL海藻酮糖标准品溶液，按照1.3.2节色谱条件分

别在第1、2、3、4、5天进样10 µL，观察日间稳定性，

记录标准品溶液的出峰时间，并计算其峰面积的RSD。

回收率实验：用果葡糖浆作为样品添加不同量海藻

酮糖标准品进行回收，精确称取0.500 g果葡糖浆4 份，分

别添加100 mg/mL海藻酮糖标准品5、2.5、1、0.5 mL，
用水定容至10 mL，所得最终海藻酮糖溶液质量浓度分别

为50、25、10、5 mg/mL，样品溶液过0.22 μm尼龙滤膜

到进样小瓶中。再按1.3.2节色谱条件进样10 µL，计算海

藻酮糖的加标回收率。

1.4 数据处理与统计

实验数据为重复3 次测定的平均值，采用SPSS 22.0
软件进行差异显著性分析（P＜0.05，差异显著），并使

用GraphPad Prism 8.3.0和Excel 2019进行图表绘制。

2 结果与分析

2.1 糖标准品和蜂蜜样品色谱检测

蜂蜜样品前处理直接用纯水进行提取，方法简单

易行。Hi-Plex Pb色谱柱有更好的保留性，提高了对乳

糖、蔗糖和其他一些单糖的分辨能力，经常用于甜乳制

品的分析。本实验发现用Hi-Plex Pb可以将无刺蜂蜂蜜中

的葡萄糖、果糖和海藻酮糖有效分离，峰形和保留时间

稳定（图1）。用纯水作为流动相，只需等度洗脱，在

27.5 min内无刺蜂蜂蜜中的葡萄糖、海藻酮糖和果糖就可

以得到良好分离。
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图 1 糖标准品（A）和蜂蜜样品（B）色谱图

Fig. 1 Chromatograms of sugar standards (A) and honey samples (B)

如图1A所示，6 个单标准品溶液的色谱图表明，海

藻糖同蔗糖出峰时间完全一致，但其同海藻酮糖可实现

明显分离。图1B无刺蜂蜂蜜样品溶液色谱图中3 个主要

高响应峰分别为葡萄糖（1号峰，保留时间16.59 min）、

海藻酮糖（2号峰，保留时间18.61 min）和果糖（3号

峰，保留时间23.02 min）。以洋槐蜜、枣花蜜、荆条

蜜、麦卢卡蜜作为常见蜂蜜对照，从图1B可以看出，无

刺蜂蜂蜜的葡萄糖和果糖含量低于普通蜂蜜，但含有较

高的海藻酮糖。由于海藻酮糖具有丰富的功能和生物利

用度[30-33]，检测出无刺蜂蜂蜜中海藻酮糖的含量有极大的

研究价值。

海藻糖是一种低甜度的非还原性二糖，由2 个葡萄

糖残基组成，于细菌、真菌、昆虫、无脊椎动物以及低

等植物中天然存在[34]。海藻糖在生物细胞中，能够与蛋

白质或脂质间形成氢键，在炎热、寒冷、干燥、缺氧等

不利条件下具有稳定细胞膜和蛋白质结构的特性[35]。文

献报道蜂蜜中含有少量的海藻糖和异麦芽酮糖，且海藻

糖质量分数低于0.3%[36-37]。但是国内没有研究者报道蜂

蜜中含有海藻酮糖，这是首次在我国蜂蜜，特别是我国

无刺蜂蜂蜜中发现海藻酮糖的证据。

蜂蜜中糖含量检测，目前主要采用的方法主要包

括高效液相色谱-蒸发光散射检测法 [38]、稳定碳同位素

比值测定法[39]、高性能薄层色谱法[40]、核磁共振碳水化

合物谱图[41]以及近红外光谱法[42]等。参照GB 5009.8—

2016《食品中果糖、葡萄糖、蔗糖、麦芽糖、乳糖的 

测定》[43]中提出的检测方法，用高效液相色谱-示差折光

检测法/蒸发光散射检测法，使用氨基色谱柱，以乙腈-水

（70∶30，V/V）为流动相，检测蜂蜜中果糖、葡萄糖、

蔗糖、麦芽糖和乳糖的含量，但课题组前期实验表明，

通过此方法，蔗糖和海藻酮糖的保留时间完全相同，不

能实现二者的完全分离。因此在国标的基础上，探索出

一种简单、快速和准确的方法检测无刺蜂蜂蜜中的海藻

酮糖，此方法亦可对其他食物中海藻酮糖的检测提供重

要参考。

2.2 高效液相色谱-电喷雾离子源四极杆飞行时间串联

质谱分析海藻酮糖

通过高效液相色谱法对样品与标准品的对比可推

测，保留时间为18.61 min的目标化合物为海藻酮糖。

海藻酮糖与蔗糖、麦芽糖具有相同的分子式C12H22O11，

互为同分异构体，它们在负离子模式下（[M－H]－） 

m/z 341.108 9。因此通过电喷雾离子源四极杆飞行时间串

联质谱对制备的单体物质和海藻酮糖、蔗糖、麦芽糖标
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准品进行二级分离，以检查制备单体物质与单体糖标准

品的二级碎片（[M－H]－）m/z 341.108 9差异性。

由图2可以看出，从无刺蜂蜂蜜中分离制备的单

体物质与海藻酮糖标准品的二级谱图一致，母离子 

（ [ M － H ] －） m / z  3 4 1 . 1 0 8  9 的主要二级碎片 

为m/z 113、119、179和221。蔗糖在母离子（[M－H]－） 

m/z 341.108 9的主要二级碎片为m/z 113、119和179，没

有海藻酮糖中的221。麦芽糖在母离子（[M－H]－） 

m / z  3 4 1 . 1 0 8  9 的 主 要 二 级 碎 片 为 m / z  1 1 3 、

1 1 9 、 1 6 1 和 2 2 1 ， 与 海 藻 酮 糖 的 二 级 离

子 也 有 显 著 差 异 。 这 与 F l e t c h e r 等 [ 4 4 ] 用 

UPLC-MS/MS分析的结果一致，海藻酮糖与蔗糖、麦芽

糖在母离子（[M－H]－）m/z 341.108 9的主要二级碎片

具有明显的差异性，3 种糖互为同分异构体。因此，通

过高效液相色谱-电喷雾离子源四极杆飞行时间串联质

谱可进一步确定保留时间18.61 min的目标化合物为海藻

酮糖。

m/z

1
0

离
子
丰
度
(
×

10
4 )

7
A

10
1.

02
4 

44
11

9.
03

4 
37

13
1.

03
4 

53
14

3.
03

4 
18

16
1.

04
4 

92

17
9.

05
5 

24

22
1.

06
5 

57

6
5
4
3
2

100 120 160 200 240 280 320140 180 220 260 300 340

m/z

0.0

0.5

1.0

1.5

100 120 160 200 240 280 320140 180 220 260 300 340

离
子
丰
度
(
×

10
3 )

2.0
B

10
1.

02
3 

96
11

3.
02

2 
87

11
9.

03
3 

57
13

1.
03

3 
94

14
9.

04
4 

08
16

1.
04

4 
46

17
9.

05
6 

71

22
1.

06
3 

07

m/z

0
100 120 160 200 240 280 320140 180 220 260 300 340

离
子
丰
度
(
×

10
5 )

6
C

5

4

3

2

1

10
1.

02
4 

77

11
3.

02
4 

44

11
9.

03
4 

92
13

1.
03

4 
70

14
3.

03
4 

50

16
1.

04
5 

30

17
9.

05
5 

79

34
1.

10
8 

28

m/z

0.0
100 120 160 200 240 280 320140 180 220 260 300 340

离
子
丰
度
(
×

10
5 )

1.2
D

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

10
1.

02
4 

53
11

3.
02

4 
01

12
5.

02
3 

95

14
3.

03
4 

34

16
1.

04
5 

15

17
9.

05
5 

90

22
1.

06
5 

96

图 2 无刺蜂蜂蜜制备单体（A）与海藻酮糖（B）、蔗糖（C）、 

麦芽糖（D）标准品在ESI-MS/MS光谱（碰撞电压130 V）在负离子 

模式下（[M－H]－ m/z 341.108 9）的结果

Fig. 2 ESI-MS/MS spectra (at fragmentor voltage of 130 V) in negative 

ion mode of ([M−H]−) m/z 341.108 9 of stingless bee honey (A) and 

trehalulose (B), sucrose (C) and maltose (D) standards

2.3 方法学验证

2.3.1 方法的选择性
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图 3 糖混合标准品和单个糖标准品的液相色谱图

Fig. 3 Liquid chromatograms of mixed and individual sugar standards

由于蜂蜜中主要的糖种类为葡萄糖、果糖、蔗糖和

麦芽糖，并且文献中对蜂蜜报道较多的糖为海藻糖，因

此将这5 种糖与海藻酮糖混合到一起作为混合标准糖溶

液，观察蜂蜜中其他常见糖对海藻酮糖检测的干扰性。

从图3可以看出，海藻酮糖与另外5 种糖完全分离，且保

留时间与海藻酮糖单体一致。用1.3.2节色谱条件可以将海

藻酮糖完整分离出来，方法具有很好的选择性，因此这种

色谱条件可以作为检测蜂蜜中海藻酮糖含量的方法。

2.3.2 海藻酮糖标准曲线

由0.5、1、2.5、5、10、25、50 mg/mL的海藻酮糖标

准溶液在1.3.2节色谱条件下检测得出的标准曲线，线性

方程为Y=1.56×105X＋2.21×102，R2=0.999 6，因此海藻

酮糖在0.5～50 mg/mL范围内线性关系良好。该方法测定

海藻酮糖的其LOD为0.07 mg/mL，LOQ为0.22 mg/mL。
2.3.3 重复性、精密度、稳定性实验结果

由表2可以看出，6 份50 mg/mL的海藻酮糖标准品溶

液进样后，出峰面积的RSD为2.46%，表明此提取方法重

复性良好；同一份海藻酮糖标准品进样后，出峰面积的

RSD为0.18%，表明色谱方法的精密度良好；不同时间测

定3 份相同质量浓度的海藻酮糖标准品后，出峰面积的

RSD为2.43%，表明此色谱方法在5 d内稳定性良好。
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表 2 50 mg/mL海藻酮糖标准品溶液的重复性、精密度、 

稳定性实验结果

Table 2 Repeatability, precision and stability for the determination of 

50 mg/mL trehalulose standard

实验 海藻酮糖 峰面积 RSD/%

重复性实验

1 6 663 660 

2.46

2 7 068 138 
3 6 804 188 
4 6 846 026 
5 7 076 496 
6 6 582 927 

精密度实验

1 6 252 454

0.18

2 6 278 219
3 6 272 488
4 6 252 999
5 6 262 466
6 6 247 548

稳定性实验

1 d-1 7 220 115

2.43

1 d-2 6 836 117
1 d-3 6 919 954
2 d-1 7 197 306

2 d-2 6 818 678

2 d-3 6 903 050

3 d-1 7 145 341

3 d-2 6 719 232

3 d-3 6 873 871

4 d-1 7 134 917

4 d-2 6 729 258

4 d-3 6 866 770

5 d-1 7 037 117

5 d-2 6 708 105

5 d-3 6 848 365

2.3.4 回收率实验结果

表 3 果葡糖浆中海藻酮糖加标回收率数据（n=3）

Table 3 Recoveries of trehalulose spiked into high fructose  

corn syrup (n = 3)

实验次数

10 mg/mL 20 mg/mL 30 mg/mL 40 mg/mL 50 mg/mL
测定值/

（mg/mL） 回收率/% 测定值/
（mg/mL） 回收率/% 测定值/

（mg/mL） 回收率/% 测定值/
（mg/mL） 回收率/% 测定值/

（mg/mL） 回收率/%

1 9.41 93.66 18.97 94.85 28.09 93.64 38.02 95.05 47.83 95.65

2 9.39 94.11 18.75 93.75 28.16 93.87 38.28 95.71 47.16 94.33

3 9.37 93.92 18.93 94.65 28.05 93.50 38.21 95.53 47.72 95.44

平均值 93.90 94.42 93.67 95.43 95.14

标准偏差/% 0.19 0.48 0.15 0.28 0.58

RSD/% 0.20 0.51 0.16 0.29 0.61

表3表明，不同添加量海藻酮糖在果葡糖浆中的加标

回收率在93.50%～95.71%之间，RSD均不高于0.61%，说

明本方法有较好的回收率，结果准确可靠。

2.4 无刺蜂蜂蜜样品中海藻酮糖含量测定

通过本实验建立的蜂蜜中海藻酮糖的检测方法，对

不同蜂种、采集时间和地点的无刺蜂蜂蜜进行海藻酮糖

含量的测定。1～6号样品为2020年5月在云南采集的黄

纹无刺蜂蜂蜜，海藻酮糖质量分数为22.90%～30.82%；

7～10号样品为2020年5月在云南采集的顶无刺蜂蜂蜜，

海藻酮糖质量分数为17.30%～27.91%；11～13号样品为

2020年5月和11月在云南采集的戈氏无刺蜂蜂蜜，海藻

酮糖质量分数为19.72%～27.74%；14号样品为2020年

11月在云南同一蜂场采集的黄纹无刺蜂、顶无刺蜂、戈

氏无刺蜂的混合蜂蜜，海藻酮糖质量分数为24.03%；15

和16号样品分别为2020年和2019年11月在海南同一蜂场

采集的黄纹无刺蜂蜂蜜，海藻酮糖质量分数相似，分别

为18.16%和18.52%；17～21号样品为2019年在马来西

亚采集的Heterotrigona itama无刺蜂蜂蜜，海藻酮糖质

量分数为10.36%～20.92%；22～31号样品为2021年1月 

在云南采集的黄纹无刺蜂蜂蜜，海藻酮糖质量分数为

6.97%～20.61%。

表 4 无刺蜂蜂蜜样品中海藻酮糖含量测定结果

Table 4 Contents of trehalulose in different stingless bee honey samples

样品 蜂种
海藻酮糖质量分数/%

RSD/%
1 2 3 平均值

1 黄纹无刺蜂（L. flavibasis） 27.46 27.14 27.27 27.29±0.13a 0.49
2 黄纹无刺蜂（L. flavibasis） 25.83 25.84 25.89 25.85±0.02b 0.09
3 黄纹无刺蜂（L. flavibasis） 22.90 22.83 22.96 22.90±0.06c 0.24
4 黄纹无刺蜂（L. flavibasis） 30.84 30.73 30.88 30.82±0.06d 0.20
5 黄纹无刺蜂（L. flavibasis） 25.52 25.48 25.40 25.47±0.05b 0.19
6 黄纹无刺蜂（L. flavibasis） 24.71 24.52 24.51 24.58±0.09e 0.37
7 顶无刺蜂（L. terminata） 27.75 27.71 27.91 27.79±0.09a 0.32
8 顶无刺蜂（L. terminata） 17.74 17.71 17.30 17.58±0.20f 1.14
9 顶无刺蜂（L. terminata） 27.19 27.13 27.37 27.23±0.10a 0.38
10 顶无刺蜂（L. terminata） 18.12 18.10 17.30 17.84±0.38f 2.13
11 戈氏无刺蜂（T. gressitti） 27.75 27.49 27.99 27.74±0.20a 0.73
12 戈氏无刺蜂（T. gressitti） 23.41 23.10 23.78 23.43±0.28c 1.18
13 戈氏无刺蜂（T. gressitti） 19.63 19.75 19.77 19.72±0.06g 0.30
14 混合样品（黄纹、顶、戈氏无刺蜂） 23.97 23.98 24.15 24.03±0.08e 0.34
15 黄纹无刺蜂（L. flavibasis） 18.42 18.16 17.90 18.16±0.21f 1.17
16 黄纹无刺蜂（L. flavibasis） 18.64 18.51 18.39 18.52±0.10f 0.55
17 H. itama 10.67 10.36 10.05 10.36±0.25h 2.44
18 H. itama 20.97 20.59 20.47 20.68±0.21i 1.02
19 H. itama 20.91 21.00 20.68 20.86±0.13i 0.63
20 H. itama 17.73 17.66 17.11 17.50±0.28f 1.61
21 H. itama 21.00 21.05 20.70 20.92±0.16i 0.75
22 黄纹无刺蜂（L. flavibasis） 7.54 7.70 7.30 7.51±0.16j 2.17
23 黄纹无刺蜂（L. flavibasis） 7.00 7.02 6.89 6.97±0.06j 0.81
24 黄纹无刺蜂（L. flavibasis） 15.60 15.69 14.83 15.37±0.39k 2.52
25 黄纹无刺蜂（L. flavibasis） 20.80 20.80 20.23 20.61±0.27i 1.30
26 黄纹无刺蜂（L. flavibasis） 11.07 11.03 10.13 10.74±0.43h 4.03
27 黄纹无刺蜂（L. flavibasis） 13.66 13.66 13.24 13.52±0.20l 1.47
28 黄纹无刺蜂（L. flavibasis） 15.43 15.43 14.80 15.22±0.30k 1.95
29 黄纹无刺蜂（L. flavibasis） 12.70 12.79 12.15 12.55±0.29l 2.28
30 黄纹无刺蜂（L. flavibasis） 13.76 13.67 13.00 13.48±0.34l 2.54
31 黄纹无刺蜂（L. flavibasis） 13.01 13.02 12.03 12.69±0.47l 3.67

注：不同小写字母表示差异显著（P＜0.05）。
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图 4 不同种类无刺蜂蜂蜜中海藻酮糖含量

Fig. 4 Contents of trehalulose in different stingless bee honey samples

文献中对于蜂蜜中海藻酮糖鲜有报道，Fletcher等[44] 

运用核磁共振氢谱法确认海藻酮糖，并通过超高效液

相色谱-串联四极杆质谱对来自澳大利亚（T. carbonaria
和T. hockingsi）、马来西亚（Geniotrigona thoracica和
H. itama）和巴西（Tetragonisca angustula）的5 种不同

无刺蜂的蜂蜜进行检测，首次鉴定出不同寻常的海藻酮

糖作为蜂蜜的主要成分，每100 g蜂蜜中含有13～44 g
海藻酮糖。Popova等 [45]用核磁共振的方法鉴定出非洲

Meliponula ferruginea无刺蜂蜂蜜中海藻酮糖质量分数大

于20%，但我国无刺蜂蜂蜜研究鲜有报道。此结果与表4 
接近，由于采集的时间和地理环境和蜂种等有差异，

2021年冬季于马来西亚和中国云南采集的无刺蜂蜂蜜样

品中，海藻酮糖含量略低。

表4中，采集的所有蜂蜜样品海藻酮糖质量分数为

7.0%～30.8%，与文献中报道的含量接近[44-45]。可看出相

同采集时间、蜂种和地区的蜂蜜在不同蜂巢中收集，测

得的海藻酮糖含量有显著差异（P＜0.05）。14号混合无

刺蜂蜂蜜样品海藻酮糖含量相对居中，15号和16号两年海

南采集的样品中海藻酮糖含量相近。但相对于云南采集的

样品，海南采集的样品中海藻酮糖含量较低，由于样品过

少，需要后期用更多的样品进行实验分析。

2020年采集的黄纹无刺蜂蜂蜜中海藻酮糖含量明显

高于2021年（P＜0.05）。从采集日期分析，2020年5月 

正值花蜜期，无刺蜂采集的花种类相对丰富，而2021年
1月属于冬季，蜜源植物种类相对较少，这可能是海藻

酮糖含量较低的原因之一。马来西亚和中国云南的无刺

蜂蜂蜜中海藻酮糖含量没有显著差异，可能是由于这两

个地区的无刺蜂蜂种习性相似，酿造出的蜂蜜中海藻

酮糖含量差异不大。由图4可看出，从云南采集的不同

蜂种无刺蜂蜂蜜样品中，黄纹无刺蜂蜂蜜中海藻酮糖

含量显著高于顶无刺蜂（P＜0.05）和戈氏无刺蜂蜂蜜 

（P＜0.01），但与混合无刺蜂蜂蜜相似，表明海藻酮糖

在不同无刺蜂种的蜂蜜中含量不同。此外，相同蜂种无

刺蜂在不同蜂箱中海藻酮糖含量也具有差异，这需要采

集大量的样本探究不同蜂种中海藻酮糖含量是否具有明

显差异。

3 结 论

采用高效液相色谱-示差检测器法测定蜂蜜中海藻

酮糖的含量，用纯水溶解蜂蜜样品，使用离子配体交换

柱Hi-Plex Pb（300 mm×7.7 mm，8 μm）作为分离色谱

柱，以纯水作流动相，流速0.5 mL/min，进样量10 μL，
柱温50 ℃，示差检测池温度50 ℃，海藻酮糖质量浓度

在0.5～50 mg/mL范围内线性良好，R2为0.999 6。通过

高效液相色谱-电喷雾离子源四极杆飞行时间串联质谱

检测可知，无刺蜂样品中保留时间为18.61 min的目标

化合物是海藻酮糖。方法学检验证实海藻酮糖与其他糖

类基线分离，本检测方法的回收率高、重复性好，其

LOD为0.07 mg/mL，LOQ为0.22 mg/mL，加标回收率为

93.50%～95.71%（RSD≤0.61%）。该方法简单快捷、定

量准确，可以实现无刺蜂蜂蜜样品中海藻酮糖的准确定

量分析，为我国无刺蜂蜂蜜品质评价提供了科学依据，

同时本研究建立的检测方法也可为相关食品标准的开发

提供参考。
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