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超高效液相色谱-荧光法测定蜂蜜中
百里香酚的残留量

钱振杰1，曾　羲1, *，陈　敬2，赵　悦2，游淑珠2，何咏欣1，冯家望2

（1.广州市食品检验所，广东广州 511400；
2.拱北海关技术中心，广东珠海 519000）

摘　要：建立了超高效液相色谱-荧光检测法测定蜂蜜中百里香的残留量的检验方法。用 40% 乙腈-水溶液提取蜂蜜

中的百里香酚，经离心、上清液过滤后，以 0.1% 甲酸水溶液-乙腈为流动相进行梯度洗脱，采用 Accucore aQ 色谱

柱（150 mm×2.1 mm，2.6 μm）分离，荧光检测器检测（激发波长 274 nm，发射波长 297 nm），外标法定量。结

果表明，百里香酚在 0.01~3.00 μg/mL 范围内线性关系良好，决定系数（R2）为 0.9999，在蜂蜜基质中的平均加标

回收率在 87.4%~106.9% 之间，变异系数在 0.7%~7.3% 之间，定量限为 0.10 mg/kg。利用该方法测定了 48 份市售

蜂蜜样品，仅有 1 份样品存在百里香酚残留。本研究建立的方法简单、迅速、可靠，适用于蜂蜜中百里香酚残留

的批量筛查和定量测定。
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Determination of Thymol in Honey by Ultra Performance Liquid
Chromatography with Fluorescence Detector
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Abstract： The  presented  method  was  developed  to  determine  the  concentration  of  thymol  residues  in  honey  by  ultra
performance liquid chromatography with a fluorescence detector. The thymol in honey was extracted by 40% acetonitrile-
water  solution.  After  centrifugation  and  filtration,  the  separation  of  thymol  was  performed  on  an  Accucore  aQ  liquid
chromatography column (150 mm×2.1  mm, 2.6  μm) with  the  gradient  elution  of  acetonitrile  and water  (containing 0.1%
formic acid) as mobile phases, and quantitated by external standard method with fluoresce detector (excitation wavelength
274 nm, emission wavelength 297 nm).  A good linear  relationship (R2=0.9999) was observed with concentration ranging
from 0.01 μg/mL to 3.00 μg/mL. The average recovery of thymol was from 87.4% to 106.9%, the coefficient of variation
was  between  0.7%  and  7.3%,  and  the  limit  of  quantification  was  0.10  mg/kg.  The  developed  method  was  applied  to
determine  residual  thymol  in  48  commercial  honey  samples,  and  the  thylmol  was  only  detected  in  one  sample.  The
presented method is  simple,  quick,  reliable,  and suitable to be used for  batch screening and quantitative determination of
residual thymol in honey.
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百里香酚（Thymol）又名麝香草酚，是香芹酚

（Carvacrol）的同分异构体，普遍存在于百里香属植物

及其提取精油中[1]，具有抗菌、消炎、抗肿瘤、抗氧

化、抗病毒等功效[2−4]，是一种低毒的天然单萜酚[5]。

百里酚的抑螨率高、对蜂群伤害率低，可有效防控蜂

巢瓦螨[6]，在养蜂业广泛使用。欧盟认为百里香酚属

于无毒性兽药[7]，美国、加拿大和澳洲还未规定其最

大残留限量（Maximum residue limit，MRL）。日本将

百里香酚纳入寄生虫驱虫剂管理，规定蜂蜜中百里香

酚的限量值为 30 mg/kg[8]。此外，由于百里香酚具有

强烈的辛辣气味，人类对其味觉阈值介于 1.1~
1.3 mg/kg 之间[9]，为避免过量百里香酚残留改变蜂

蜜自身风味，瑞士规定蜂蜜中百里香酚的最大残留量

为 0.8 mg/kg[10]。国内尚无针对蜂蜜中百里香酚的检

测标准，对蜂蜜等产品中百里香酚残留检测方法的报

道较少。我国是蜂产品生产第一大国[11]，为了保障市

场销售产品的质量安全，促进蜂产品出口贸易的顺利

进行，建立一种能够简单、快捷、准确测定蜂蜜中百

里香酚的分析方法十分必要。

目前，针对百里香酚的分析方法主要有电化学

法[12−14]、气相色谱法[15−18]、液相色谱法[19−21] 等。其

中，电化学法尚处于理论研究阶段，应用范围有限；气

相色谱法使用的火焰离子化检测器灵敏度较低[22]，需

要配合预浓缩[23]，或配套价格昂贵的质谱检测器[24]、

普及率低的顶空进样器[25] 等特殊设备才能获得满意

的测定效果；而且由于蜂蜜中葡萄糖、果糖 [26] 占

60%~80%，使用气相色谱常用的有机溶剂提取时，基

质中的糖类易析出造成沉淀、结块，降低提取效率，

影响了气相法的普及。液相法使用的含水提取剂和

流动相与蜂蜜高糖基质的兼容性更高，但也受限于二

极管阵列检测器（Diode array detector，DAD）的低灵

敏度[27]，仍需要借助质谱[28] 或特殊前处理方式[29] 才

能到达足够的灵敏度。荧光检测器（Fluorescence
detector，FLD）因具有选择性好、灵敏度高的优点，已

被报道用于百里香酚残留的测定[30]。但是，现有文献

中对前处理和分离条件的优化讨论有限，未充分考虑

到复杂基质中强保留物质（如：微量蛋白、蜂蜡等）的

洗脱，关键是不能区分常见酚类异构体（如：香芹酚

等）的干扰，难以实现实际样品中百里香酚的高通量

准确定性、定量分析。本研究拟采用超高效液相色

谱-荧光检测技术对蜂蜜中百里香酚残留进行检测。

通过优化前处理方法、色谱分离与检测条件，建立一

种简单、可靠，技术指标能够满足出口蜂蜜中百里香

酚残留量测定的标准方法，为蜂蜜中百里香酚残留量

的监控提供有效的技术支撑。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

蜂蜜（雪脂莲蜜、椴树蜜、玄参蜜、洋槐蜜和百

花蜜）　市场购买获得；百里香酚　标准品，纯度

99.69%，德国 Dr.  Ehrenstorfer 公司；丹皮酚、丁香

酚、异丁香酚和香芹酚　纯度大于 99.0%，上海阿拉

丁公司；乙腈、甲醇　色谱纯，美国 Thermo 公司；甲

酸　分析纯，广州化学试剂厂；实验室用水为超纯水。

Acquity UPLC 超高超效液相色谱仪（配备 DAD
及 FLD）、Oasis PRiME HLB 净化柱（3 mL，60 mg）
　美国 Waters 公司；QuEChERS dSPE 净化管（含

600 mg MgSO4，100 mg PSA，40 mg C18）　上海 CNW
公司；ME203E 分析天平　感量 0.001 g，瑞士梅特

勒-托利多公司；CP225 D 分析天平　感量为 0.01 mg，
德国 Sartorius 公司；2600TH 超声清洗器　上海安谱

公司；Allegra X-30R 高速离心机　德国贝克曼公司；

MS 3 涡旋振荡器　德国 IKA 公司；Milli-Q  Aca-
demic 超纯水制备仪　美国密理博公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   标准溶液配制　准确称取 20.0 mg（精确至

0.1 mg）百里香酚标准品，用甲醇溶解、混匀并定容

至 10 mL 容量瓶，得到浓度为 2.00 g/L 的标准储备

液，再准确量取 0.250 mL 百里香酚标准储备溶液，

用甲醇稀释并定容至 50 mL，得到浓度为 10.0 μg/mL
的标准中间液，于 4 ℃ 冰箱中避光保存，临用时准确

量取百里香酚标准中间溶液，用 40% 乙腈水溶液稀

释，依次配制成质量浓度为 0.01、0.05、0.10、0.50、
1.00、2.00、3.00 μg/mL 的标准系列溶液。 

1.2.2   样品前处理　准确称取蜂蜜样品 2.5 g（精确

到 0.001 g）于 25 mL 具塞比色管中，加入乙腈-水
（v/v=40:60）溶液定容，振荡 5 min 后，用 8000 r/min
离心 5 min，取上清液过 0.45 μm 有机相滤膜，供上

机测定。 

1.2.3   净化方法　 

1.2.3.1   净化柱净化　依次用 3  mL 乙腈和 3  mL
水对 PRiME HLB 柱进行活化，取 1.2.2 步骤中所得

上清液 3 mL 上柱，用 3 mL 水进行淋洗，弃去全部淋

出液，抽干。然后用 3 mL 乙腈进行洗脱。将洗脱液

在 40 ℃ 下氮吹至近干，加入 40% 乙腈-水溶液溶解

残渣并定容至 3 mL，取上清液过 0.45 μm 有机相滤

膜，供上机测定[31]。 

1.2.3.2   净化管净化　取 1.2.2 步骤中所得上清液

5  mL，置于 QuEChERS  dSPE 净化管中涡旋混合

3 min，在 4 ℃ 条件下，8000 r/min 离心 5 min。上清

液过 0.45 μm 有机相滤膜，供上机测定[32]。 

1.2.4   仪器条件　Thermo Accucore aQ 液相色谱柱

（150 mm×2.1 mm×2.6 μm）；流动相 A 为 0.1% 甲酸

水，流动相 B 为乙腈，洗脱梯度为 0~6.5 min，60%
A；6.5~7.0  min，60%~10%  A；7.0~9.0  min，10%  A；

9.0~9.1 min，10%~60% A；9.1~12.0 min，60% A；流

速为 0.3 mL/min；柱温为 40 ℃；进样量为 5 μL；DAD
测定波长为 274 nm；FLD 激发波长为 274 nm，发射

波长为 297 nm。 

1.2.5   测定　分别吸取百里香酚标准系列溶液及样
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品提取液注入液相色谱，在 1.2.4 条件下测定。以浓

度为横坐标，峰面积为纵坐标制作标准曲线，由标准

曲线得到试样中百里香酚的浓度，根据保留时间定

性，峰面积定量。 

1.3　数据处理

实验数据通过沃特世 Empower 3.0 软件采集，

导出原始数据后采用 SPSS 25 统计软件与 Excel
2016 软件进行单因素试验图形绘制与分析（单变量，

一般线性模型；置信值 95%，P<0.05 为显著性差

异）。前处理和分析条件优化中的回收率的计算均采

用 3 个平行样品取平均值计算，精密度选择低、中、

高 3 个浓度，每个浓度梯度取连续采集 6 次数据的

峰面积进行相对标准偏差 RSD 值的计算。 

2　结果与分析 

2.1　前处理方法的优化 

2.1.1   提取溶剂的选择　在空白蜂蜜样品中加入

10.0 mg/kg 百里香酚标准品，采用水、甲醇、乙腈及

乙腈-水（v/v=40:60）等 4 种提取溶剂进行回收率实

验，结果见图 1。实验表明，乙腈-水的回收率最高，

达 97.2%；甲醇的回收率为 92.7%，乙腈和水的回收

率分别为 63.1% 和 58.0%。使用 SPSS 25 软件对提

取溶剂种类及回收率情况进行显著性分析，4 种提取

溶剂之间具有显著性差异（P<0.05）。此外，甲醇提取

液会带入较多的干扰杂质影响后续色谱分离效果。

经综合考虑，最终选择乙腈-水作为提取溶剂。
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图 1    不同提取溶剂的回收率（n=3）
Fig.1    Recoveries of different solvents for thymol (n=3)

  

2.1.2   净化方式的选择　在空白蜂蜜样品中加入

10.0 mg/kg 百里香酚标准品，并测定回收率，液液

萃取法（LLE）、PRiME  HLB 固相萃取（SPE）和
QuEChERS 法等 3 种净化方式的回收结果见图 2。
使用 SPSS 25 软件进行显著性分析，结果表明 Qu
EChERS 法与其他两组方式存在显著性差异（P<
0.05），LLE 法与 SPE 法之间不存在显著性差异（P>
0.05）且平均回收率明显优于 QuEChERS 法。但是

SPE 法需要经过复杂的操作，效率较低且需消耗大量

有机溶剂。综合考虑实验操作简便性和提取净化效

率，最终采用乙腈-水（v/v=40:60）液液萃取的直接净

化方式。 

2.2　分离条件的优化 

2.2.1   色谱柱的选择　蜂蜜中除百里酚香外还可能

含有丹皮酚、丁香酚、异丁香酚和香芹酚等其他天然

驱虫效果的精油成份[33]，其中香芹酚和百里香酚为同

分异构体。因此，需要充分考虑其他天然酚类对百里

香酚测定的影响，以避免实际样品检测中出现定性不

准确。实验考察了五氟苯基（PFP）柱、普通 C18 柱、

亲水作用（hilic）柱和极性封端（aQ）柱对百里香酚及

其干扰物的分离效果，以提高百里香酚分析检测的准

确性和可靠性，结果见图 3。结果表明，aQ 柱对 5 种

酚类物质的分离效果最佳，且对香芹酚和百里香酚的

选择性不同，峰型尖锐，有利于对百里香酚的定性定

量测定，故选用 aQ 柱作为百里香酚测定的色谱柱。
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图 3    4 种色谱柱对酚类混合物（1.0 μg/mL）的
分离色谱图

Fig.3    Chromatograms of 4 kinds of chromatographic column
for mixed phenolic compounds at 1.0 μg/mL

注：峰 1：丹皮酚；峰 2：丁香酚；峰 3：异丁香酚；峰 4：香芹酚；
峰 5：百里香酚；图 4 同。
  

2.2.2   流动相的选择　本研究选取甲醇-水、甲醇-
0.1% 甲酸水、乙腈-水和乙腈-0.1% 甲酸水等 4 种流

动相考察其对天然酚类化合物的识别和分离能力（见

图 4）。结果表明，不同有机相对 5 种酚类物质的分

离效果影响较大，选用乙腈作为流动相对香芹酚和百

里香酚的分离效果明显优于使用甲醇的流动相。

此外，实际样品测试中还发现不同类型蜂蜜中

百里香酚的保留时间会因基质 pH 不同出现漂移，在

 

0

25

50

75

100

SPE LLE QuEChERS

回
收

率
 (%

)

净化方式

a a

b

图 2    不同净化方式的回收率（n=3）
Fig.2    Recoveries of different purification methods

for thymol (n=3)
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流动相内加酸可有效降低此现象的发生。但百里香

酚的荧光响应强度随酸浓度的增加出现降低。本研

究使用不同甲酸比例的水溶液做流动相 A，评估百里

香酚保留时间及不同酸浓度下峰面积相对于不加酸

时峰面积的变化率，结果如图 5 所示。当甲酸含量

在 0%~0.2% 时峰面积变化缓慢，当甲酸含量大于

0.2% 时百里香酚峰面积降低明显加快，因此在流动

相中选择加入 0.2% 以下的甲酸，试验过程中发现

0.1% 甲酸浓度亦能保证百里香酚保留时间的稳定

性。综合考虑分离效果、提取溶剂和实验操作稳定

性，最终选择 0.1% 甲酸水-乙腈作为本研究的流动相。
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图 5    不同甲酸浓度下百里香酚（1.0 μg/mL）峰面积和
保留时间的变化

Fig.5    Changes in peak area and retention time of thymol
(1.0 μg/mL) at different concentrations of formic acid

  

2.2.3   有机相比例的确定　在实际蜂蜜样品分析测

定中，最大的干扰来自于百里香酚的同分异构体香芹

酚，流动相比例对香芹酚和百里香酚的分离度起着重

要作用。实验通过优化流动相中乙腈和水的比例进

一步考察了香芹酚和百里香酚的分离度，结果如图 6
所示。结果表明，随着流动相中乙腈比例的增加，香

芹酚和百里香酚分离度逐渐降低，当乙腈浓度达

45% 时，两者恰好达到基线分离（R=1.5）。为确保同

分异构体的分离效果和结果的准确度，实验最终选

择 40% 的乙腈浓度作为流动相起始比例。 

2.2.4   检测波长的选择　将百里香酚制成 1.00 μg/mL
标准溶液，使用 DAD 确定百里香酚的最大吸收波长

为 220 nm，第二吸收波长为 274 nm，结果如图 7 所

示；使用 FLD 对其最佳激发和发射波长进行优化，得

到百里香酚荧光检测的最佳激发和发射波长分别为

274 nm 和 297 nm，结果如图 8 所示。
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图 7    百里香酚的紫外吸收光谱
Fig.7    UV absorption spectrum of thymol
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图 8    百里香酚的荧光激发-发射光谱
Fig.8    Fluorescence excitation-emission spectrum of thymol

  

2.3　方法学验证 

2.3.1   线性关系、范围和定量限　实验以百里香酚

响应值的峰面积为纵坐标（Y），以百里香酚溶液的质

量浓度为横坐标（X），绘制标准工作曲线，得到百里

香酚的线性范围、线性回归方程和决定系数；以仪器

3 倍信噪比对应的百里香酚浓度作为仪器检出限，

以 10 倍信噪比对应的百里香酚浓度作为仪器定

量限，结果见表 1。结果表明，百里香酚在 0.01~
3.00 μg/mL 线性范围内决定系数（R2）达 0.9999，线
性关系良好，方法的 LOD 和 LOQ 分别为 0.03 mg/kg
和 0.10 mg/kg。 
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图 4    4 种流动相对酚类混合物（1.0 μg/mL）的分离色谱图

Fig.4    Chromatograms of 4 kinds of mobile phase for mixed
phenolic compounds at 1.0 μg/mL
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2.3.2   回收率与精密度　实验选取雪脂莲蜜、椴树

蜜、玄参蜜、洋槐蜜和百花蜜等 5 种代表性蜂蜜空白

样品作为基质，在本方法定量限、日本最大残留限量

及瑞士标准要求等 3 个水平进行加标回收实验，加

标量分别为 0.1、0.8、30 mg/kg，结果见表 2。结果表

明，在 5 种蜂蜜样品基质中的平均加标回收率为

87.4%~106.9%，方法精密度为 0.7%~7.3%。
 
 

表 2    百里香酚的加标回收率和精密度（n=6）
Table 2    Spiked recoveries and relative standard deviations

(RSDs) of thymol (n=6)

基质种类 添加浓度(mg/kg) 平均加标回收率(%) 精密度(%)

雪脂莲蜜
0.1 98.1 5.7
0.8 98.3 3.2
30 96.9 0.8

椴树蜜
0.1 89.5 4.3
0.8 100.3 2.1
30 87.4 0.9

玄参蜜
0.1 106.9 6.0
0.8 96.4 2.1
30 91.1 1.8

洋槐蜜
0.1 95.2 5.8
0.8 103.2 1.3
30 89.5 0.8

百花蜜

0.1 98.8 7.3
0.8 96.8 1.5
30 96.7 0.7

  

2.3.3   实际样品分析　利用所建立的方法对市场上

销售的 48 批次蜂蜜样品进行检测，其中包含养殖场

原料蜂蜜 15 个、混合花种蜂蜜 13 个、单一花种蜂蜜

20 个。结果显示，仅有 1 个百花蜜样品检出百里香酚

残留，浓度为 0.20 mg/kg，其典型色谱图如图 9 所示。
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图 9    阳性样品的色谱图
Fig.9    Chromatogram of positive sample

  

3　结论
本研究建立了一种蜂蜜中百里香酚残留量的高

效液相色谱-荧光检测器检测方法，对提取溶剂、净化

方式和分析条件进行优化并对整个实验过程的稳健

性进行了方法学验证。该方法的定量限为 0.10 mg/kg，
百里香酚在 0.10~30.0 mg/kg 添加水平下，回收率为

87.4%~106.9%，方法精密度为 0.7%~7.3%，目标峰

可与其同分异构干扰物达到基线分离。通过对市售

蜂蜜产品的测试，仅一个批次样品检出微量百里香酚

残留，说明国内市场蜂蜜样品中百里香酚残留水平很

低。本方法操作简单、选择性好，抗干扰性强，可满

足日常工作中对蜂蜜中百里香酚残留量测定的需要，

能为我国蜂产品质量安全风险评价提供技术补充，有

利于促进出口和保障国民身体健康。
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