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柱前衍生高效液相色谱法检测水产品中 

甲醛的含量 

唐穂平* 

(广东产品质量监督检验研究院, 佛山  528300) 

摘  要: 目的  建立柱前衍生高效液相色谱法检测水产品中甲醛含量。方法  样品经绞碎匀浆后, 经 2, 4-二硝

基苯肼-乙酸钠缓冲液衍生液(1:1, V:V)于 60 ℃衍生 1 h, 冰浴冷却后的衍生物直接上高效液相色谱检测, 以

ODS-C18柱子为分离柱, 甲醇-水(70:30, V:V)为流动相等度洗脱, 二极管阵列检测器在 365 nm波长处检测, 外

标法定量。结果  甲醛在 0~10 mg/L 浓度范围内线性关系良好, 线性相关系数为 0.9994, 方法检出限为 0.5 

mg/kg。空白样品在 1.0、5.0和 20.0 mg/kg添加水平下, 回收率在 88.2%~95.3%之间, RSD在 0.75%~1.82%之

间。对水产品 9种样品中的甲醛进行了测定, 其中 6个样品检出甲醛, 含量范围为 1.51~64.04 mg/kg。结论  该

方法简便、灵敏、准确, 可适用于水产品中甲醛含量的分析。 

关键词: 甲醛；水产品；柱前衍生；高效液相色谱法 

Determination of formaldehyde in aquatic products by high performance 
liquid chromatography with precolumn derivatization 

TANG Sui-Ping* 

(Guangdong Testing Institute for Product Quality Supervision, Foshan 528300, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of formaldehyde in aquatic products by high 

performance liquid chromatography with precolumn derivatization. Methods  After homogenation and homogeneity, 

samples were derivatized with 2, 4-dinitrobenzene hydrazine derivative-sodium acetate buffer (1:1, V:V) at 60  ℃ for 

1 h. After ice bath cooling, the derivatives were determined by high performance liquid chromatography (HPLC) 

using ODS-C18 column for separation with methanol and water (70:30, V:V) as the mobile phase for isocratic elution, 

and then detected by diode array detector at 365 nm wavelength with external standard method for quantification. 

Results  Formaldehyde had a good linear relationship in the range of 0~10 mg/L with correlation coefficient of 

0.9994, and the limit of detection was 0.5 mg/kg. The recoveries spiked at 3 levels of 1.0, 5.0 and 20.0 mg/kg were 

88.2%~95.3% with RSD of 0.75% ~ 1.82%. Nine aquatic products were determined, and 6 samples were detected, the 

content range of formaldehyde were 1.51~64.04 mg/kg. Conclusion  The method is simple, sensitive and accurate, 

which can be applied for the analysis of formaldehyde in aquatic products. 

KEY WORDS: formaldehyde; aquatic product; precolumn derivatization; high performance liquid chromatography 
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1  引  言 

甲醛是一种具有强烈刺激性气味的气体, 其水溶液

俗称具有防腐、保鲜的作用“福尔马林”。用甲醛浸泡后

的水产品不易腐烂、保存期延长, 且吸水后膨胀定型、

体积增大、重量增加 , 外观鲜亮悦目。研究表明 , 甲醛

对呼吸道和人体免疫系统均有较大的影响 [1,2], 长期接

触低剂量甲醛会引起慢性呼吸道疾病、鼻咽癌、结肠癌、

脑瘤和月经紊乱, 还会有新生儿染色体异常、白血病以

及青少年记忆力和智力下降等症状。甲醛具有凝固作用, 

易与人体内蛋白质的氨基发生反应产生不易分解和排

泄的化合物 , 该化合物在人体内累积到一定程度时 , 可

能会引起白血病[3]。 

甲醛检测常用的方法有分光光度法和色谱法, 分光

光度法主要有间苯三酚法、亚硝基亚铁氰化钠法等[4,5]。色

谱法主要分为气相色谱法(gas chromatograph, GC)[6-8]、高

效液相色谱法 (high performance liquid chromatography, 

HPLC)等[9-11]。其中分光光度法操作简便, 仪器需求简单, 

容易制成快速检测的成品, 但灵敏度、准确度较低, 易受干

扰造成假阳性结果, 样品的基体对检测的结果也有影响。

气相色谱中甲醛出峰较快, 杂质干扰大[12-14]。 

目前对水产品中甲醛的测定主要采用标准 SC/T 

3025-2006《水产品中甲醛的测定》[15]中的高效液相色谱法, 

该方法样品制备采用水蒸气蒸馏法比较耗时且提取不完全, 

不利于实验批量检验。本研究提出的使用缓冲溶液提取直

接代替蒸馏, 简化前处理的同时又能减少蒸馏时所造成的

误差, 具有操作简单、基质干扰少等特点, 适合水产品中甲

醛含量的检测。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

岛津 LC20A高效液相色谱仪(配有二元泵、柱温箱、

自动进样器和 PDA 检测器, 日本岛津公司); IKA 涡旋器

(德国 IKA公司); Sigma高速冷冻离心机(美国 Sigma公司); 

HGC 氮吹仪(恒奥公司); THZ-100B 恒温水浴摇床(上海一

恒科技有限公司); Sigma搅拌机(美国 Sigma公司)。 

甲醛(分析纯, 纯度 35%~40%, 广州化学试剂厂); 甲

醇(色谱纯, 纯度 99.9%, 上海安谱科学仪器有限公司); 无

水乙酸钠(分析纯, 纯度 99.0%, 天津市天力化学试剂有限

公司); 2,4-二硝基苯肼(分析纯, 纯度 99.0%, 广州化学试剂

厂); 乙酸钠缓冲溶液(称取 2.64 g无水乙酸钠, 以适量水溶

解, 加入 1.0 mL冰乙酸, 水定容至 500 mL, 乙酸调节 pH 

4.0); 水为去离子水。 

带鱼、鲫鱼、龙头鱼等甲醛水产品样品分别购买于佛

山市水产品批发市场和大型超市。 

2.2  实验方法 

2.2.1  标准溶液的配制 

1000 mg/L 标准储备液: 称取标定后相当于 0.1 g(精

确至 0.001 g)的甲醛于 100 mL容量瓶中, 用水定容至刻度;  

标准工作溶液: 将标准储备液用水分别稀释成 0、0.5、

1.0、2.0、5.0和 10 mg/L的标准系列溶液。 

2.2.2  样品前处理 

称取绞碎匀浆样品 2 g(精确至 0.01 g)于聚四氟乙烯离

心管中, 加入 20 mL 2, 4-二硝基苯肼-乙酸钠缓冲液衍生液

(1:1, V:V), 于涡旋器中涡旋 2 min, 置于 60 ℃恒温水浴摇

床中振摇, 1 h后取出冰浴冷却至室温, 过 0.45 μm 有机滤

膜, 待测。 

2.2.3  液相色谱条件 

色谱柱型号: ODS-C18柱(250 mm×4.6 mm, 5 µm); 检

测波长: 365 nm; 进样体积: 20 µL; 流速: 1.0 mL/min; 柱

温: 40 ℃; 流动相: 甲醇:水(70:30, V:V)等度洗脱。 

3  结果与分析 

3.1  衍生液溶剂的选择和 pH 值控制 

本研究在配制 2, 4-二硝基苯肼溶液时比较了甲醇、乙

腈和乙醇作为衍生液溶剂提取效果, 结果表明甲醇作溶剂

时甲醛衍生物的响应值比乙腈和乙醇的响应值高, 而且甲

醇的毒性和成本比乙腈低, 对环境的污染低, 所以选择甲

醇为衍生液的溶剂。 

经比较 pH分别为 1.0、2.0、4.0、7.0和 9.0的乙酸钠

缓冲溶液下的衍生效果(见图 1), 结果发现衍生反应在酸

性溶液中反应完全, 而且在 pH在 1.0、2.0和 4.0时无明显

差别, 经综合考虑选择提取 pH为 4.0。 
 

 
 

图 1  衍生 pH对甲醛提取的影响 

Fig. 1  Effects of derivative pH on the extraction of formaldehyde 

 

3.2  衍生温度和时间的比较 

试验中发现, 在相同条件下衍生温度和时间是有区

别的。分别采取 20、40、60和 80 ℃的衍生温度进行提取(见

图 2), 结果发现, 在 60 ℃条件下提取率最高; 同时考察了

衍生时间分别为 10、20、30、40、60、90和 120 min(见图

3), 结果发现, 在 60 min条件下提取率最高。所以, 试验确

定 60 ℃条件下衍生 1 h。 
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图 2  衍生温度对甲醛提取的影响 

Fig. 2  Effects of derivative temperature on the extraction of 
formaldehyde 

 

 
 

图 3  衍生时间对甲醛提取的影响 

Fig. 3  Effects of derivative time on the extraction of formaldehyde 
 

3.3  样品谱图 

将空白溶液、标准品溶液、样品溶液与样品加标溶液

按照 2.2.3色谱条件上机, 结果见图 4~7。 

3.4  线性范围与检出限 

配制 5个不同浓度的甲醛标准溶液, 分别为 0、0.5、

1.0、2.0、5.0和 10 mg/L, 与样品同步衍生后, 在 2.2.3色

谱条件进行测定。以质量浓度 X为横坐标、峰面积 Y为纵

坐标, 通过最小二乘法作图可得线性回归曲线(见图 8), 其

回归方程为: Y=605.3X-55.2, 相关系数 r=0.9994。以 S/N为

3计算方法的检出限为 0.5 mg/kg。 

3.5  回收率试验 

取带鱼、鲫鱼、龙头鱼样品加入甲醛标准品溶液, 使

样品的加标量分别为 1.0、5.0和 20.0 mg/kg。每个加标水

平取 6个平行样, 其回收率与相对标准偏差结果见表 1。从

表 1中看出, 3个添加水平的平均回收率在 88.2%~95.3%之

间, RSD 在 0.75%~1.82%之间, 这说明方法的准确度和精

密度均达到分析要求。 

3.6  水产品及其制品中甲醛含量调查结果 

结合本研究柱前衍生法和水蒸气蒸馏法作为样品前

处理方法, 利用高效液相色谱法检测了常见海产鱼类, 淡

水鱼类和水产制品 9种样品, 海产鱼类鳕鱼和银鱼检出甲醛

含量较高, 水产制品中鱿鱼丝和虾干也检出甲醛(见表 2), 

结果表明两种前处理方法测得甲醛含量相近, 检出的甲醛

含量柱前衍生法比水蒸气蒸馏法要稍高, 表明该方法提取

完全, 回收率较高, 是一种适合水产品中甲醛检测方法。 

 
 
 
 

 
 
 
 
 

图 4  空白溶液色谱图 

Fig. 4  Chromatogram of blank solution 
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图 5  标准溶液色谱图 

Fig. 5  Chromatogram of standard solution 
 
 

 
 

图 6  样品溶液色谱图 

Fig. 6  Chromatogram of sample solution 
 
 

 
 

图 7  样品加标溶液色谱图 

Fig. 7  Chromatogram of spiked sample solution 
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图 8  甲醛标准曲线 

Fig. 8  Standard curve of formaldehyde 
 
 

表 1  不同样品不同添加浓度的回收率(n=6) 
Table 1  Recoveries of different samples with different concentrations (n=6) 

样品 本底值(mg/kg) 添加浓度(mg/kg) 平均回收率(%) RSD(%) 

带鱼 

0 1.0 88.2 1.35 

0 5.0 93.2 0.87 

0 20.0 94.7 0.75 

鲫鱼 

0 1.0 93.5 1.82 

0 5.0 95.2 0.92 

0 20.0 92.9 0.82 

龙头鱼 

0 1.0 92.7 1.03 

0 5.0 94.1 0.97 

0 20.0 95.3 1.01 

 
 

表 2  水产品及其制品中甲醛含量测得结果(n=3) 
Table 2  Content of formaldehyde in aquatic products (n=3) 

样品 存活状态 
甲醛含量(mg/kg) 

柱前衍生法 水蒸气蒸馏法 

鳕鱼 海产鱼类, 鲜活水产品 50.12±0.56 48.57±1.12 

银鱼 海产鱼类, 鲜活水产品 49.61±0.42 48.31±0.79 

鳕鱼 海产鱼类, 冷冻水产品 64.04±1.21 60.14±1.42 

带鱼 海产鱼类, 冷冻水产品 1.51±0.87 1.11±0.32 

带鱼 海产鱼类, 冷冻水产品 未检出 未检出 

鲫鱼 淡水鱼类, 鲜活水产品 未检出 未检出 

鱿鱼丝 水产制品, 干制品 36.11±0.71 30.14±0.23 

虾干 水产制品, 干制品 27.91±0.18 27.02±077 

龙头鱼 水产制品, 干制品 未检出 未检出 
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水产品中甲醛的产生机理研究还较少, 研究表明水

产品中甲醛的产生一方面来自加工过程中甲醛的污染, 这

是影响水产品中甲醛含量的重要方面。近年来, 一些不法

商贩和生产厂家为追求产品的感官性状和延长保鲜时间, 

改变产品的口感, 而向水产品中添加甲醛[16]; 另一方面是

由于水产品中存在的氧化三甲胺相关的酶及微生物的作

用。水产品一般采用冰鲜、冷冻、冷藏贮藏, 在贮藏过程

中酶是主要影响因素, 其中氧化三甲胺酶(TMAO-ase)是最

主要的酶, 这种酶以氧化三甲胺为底物。氧化三甲胺酶广

泛分布于海产动物组织中, 特别是在鳕类中的含量较高。 

4  结  论 

本研究建立了柱前衍生高效液相色谱法测定水产品

中的甲醛含量。样品加入 2, 4-二硝基苯肼-乙酸钠缓冲液衍

生液, 60 ℃衍生 1 h后冷却, 直接用于液相色谱检测。试验

结果表明, 该方法具有样品前处理简单、回收率良好和数

据准确的优点, 可适用于实验室水产品中甲醛含量分析的

日常检验工作, 同时为食品中相关非法添加物的检测提供
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