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同位素内标法-高效液相色谱-串联质谱法测定 
海产品中的甲醛含量 

廖艳华, 周劭桓*, 林文斯 
(广西壮族自治区疾病预防控制中心, 南宁  530028) 

摘  要: 目的  建立同位素内标-高效液相色谱-串联质谱法测定海产品中甲醛的分析方法。方法  样品经水

超声处理, 10%三氯乙酸(V/V)溶液沉淀蛋白, 正己烷除脂肪净化后, 下清液通过 2,4-二硝基苯肼衍生, 衍生产

物经电喷雾离子源电离, 多反应监测(multiple reaction monitoring, MRM)模式检测和内标法定量。结果  甲醛

衍生物的检测线性范围为 1.0~50.0 ng/mL, 相关系数为 0.9996, 方法检出限为 1.0 μg/kg。平均加标回收率在

71.4%~94.0%之间, 相对标准偏差<15.0%。结论  该方法前处理简单、快速、有效、准确灵敏, 适合于海产品

中甲醛的定性、定量检测。 
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Determination of formaldehyde content in seafood by isotope 
 internal standard method-high performance liquid  

chromatography-tandem mass spectrometry 

LIAO Yan-Hua, ZHOU Shao-Huan*, LIN Wen-Si 
(Guangxi Center for Disease Control and Prevention, Nanning 530028, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for determination of formaldehyde content in seafood by isotope 

internal standard method-high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (HPLC-MS/MS). 

Methods  The sample were pretreated by ultrasonic treatment with water, with precipitation of protein by 10% 

trichloroacetic acid (V/V), and then purified with hexane. Supernatant was derived with 2,4-dinitrobenzenehydrazin, 

the derivative product was detected by MS/MS using negative electrospray ionization under the multiple reaction 

monitoring(MRM) and analyzed by internal standard method. Results  The linear ranges for formaldehyde 

derivatives were 1.0‒50.0 ng/mL, with the correlation coefficient 0.9996. The limits of detection were 1.0 μg/kg. The 

average recoveries were in the range of 71.4%‒94.0%, with the relative standard deviations (RSDs) <15.0%. 

Conclusion  This method is simple, rapid, effective, accurate and sensitive. It is suitable for the qualitative and 

quantitative determination of formaldehyde in marine products. 

KEY WORDS: isotope internal standard; derivatization; high performance liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry; seafood; formaldehyde 
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1  引  言 

甲醛是无色, 有强烈刺激性气味, 易溶于水、醇和醚

的挥发性气体。其 30%~40%的水溶液为福尔马林溶液, 工
业上常用作消毒和防腐剂, 已经被世界卫生组织确认为致

癌和致畸物质[1]。美国环境保护局建议每日容许摄入量不

超过 0.2 mg/kg[2]。 
基于甲醛对人体的危害, 我国相关部门先后对食品

中甲醛的添加限量作了相应规定, 食品整治办[2008]3 号

《食品中可能违法添加的非食用物质和易滥用的食品添加

剂品种名单(第一批)》[3]规定, 工业用甲醛不能在海参、鱿

鱼等干水产品中使用 ; 农业部曾在 2002 年颁布 NY 
5172-2002《无公害食品 水发水产品》[4]规定的甲醛限量

为 10 mg/kg。这些标准或法规制定的原则是在基于水产品

自身不含甲醛的前提下制定的, 但后续在样品监测和研究

中发现, 不同种类食品中存在不同含量范围的甲醛本底值

含量, 因此在水产品中检出甲醛并超过限量标准值时, 无
法判断检出值是样品本身带来的还是人为添加的, 这给相

关部门执法造成了很大程度的争议。2014 年 1 月 1 日 NY 
5172-2002 标准公布作废。目前, 水发产品中的甲醛无相关

限值标准。干制水产品中的甲醛限量按 NY/T 1712-2018
《绿色食品 干制水产品》[5]执行, 为 10 mg/kg。 

海产品或水发水产品中甲醛标准限值的制定一是基

于推荐健康指导值并结合人均消费量进行综合风险评估; 
二是对其样品本底甲醛含量系统和有针对性的研究情况制

定, 三是建立可靠的分析检测方法。目前, 现行的标准检

测方法中明确表示可用于水产品中甲醛的标准方法是

SC/T 3025-2006《水产品中甲醛的测定》[6]; 其他相关的检

测标准有: NY/T 1283-2007《香菇中甲醛含量的测定》[7];  
NY/T 3292-2018《蔬菜中甲醛含量的测定 高效液相色谱

法》[8]、DB12/T 883-2019 《食用菌中甲醛的测定 高效液

相色谱法》[9]、GB/T 21126-2007《小麦粉与大米粉及其制

品中甲醛次硫酸氢钠含量的测定》[10]。以上标准中涉及的

检测方法主要有分光光度法和高效液相色谱法, 分光光度

法主要是通过水蒸气蒸馏出甲醛后用乙酰丙酮作为显示剂

比色测定。液相色谱法主要采用 2,4-二硝基苯肼作为衍生

剂, 把甲醛衍生成具有紫外吸收的甲醛-2,4-二硝基苯腙, 
从而定性定量。本研究采用同位素内标-高效液相色谱-串
联质谱法, 对海产品中甲醛含量进行检测, 并对衍生剂的

选择和衍生条件进行优化, 以期为水产品质量安全的保障

提供参考。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与设备 

4000 QTAP 超高性能液相色谱串联质谱联用仪(新加

坡 AB SCIEX 公司); 3-18K 台式高速离心机(美国 Sigma 公

司); GL-888 涡旋混合器(海门市其林贝尔仪器制造有限公

司); HH-4恒温水浴锅(国华电器有限公司); XA205DU电子

分析天平(瑞士梅特勒公司)。 
甲醛标准溶液(9.69 mg/L, 深圳市时得佳科技有限公

司); 甲醛 2,4 二硝基苯腙标准品(纯度 99.0%, 德国默克公

司); 氘代甲醛 DNPH-3,5,6-d3 标准品(纯度 98.6%, 加拿大

TRC 公司); 乙腈(色谱纯, 上海安谱实验科技股份有限公

司); 2,4-二硝基苯肼(分析纯, 上海试剂三厂); 无水乙醇

(分析纯, 天津市福辰化学试剂厂); 正己烷(色谱纯, 上海

安谱实验科技股份有限公司); 氨水(分析纯, 纯度 25%, 广
东省化学试剂工程技术研究中心 ); 色谱柱 (Phenomenex  
kinetex, XB-C18 100A 100 mm×3.0 mm, 1.7 μm); 水为超纯

水仪制备的超纯水(电阻率 0.025 ms/cm)。 

2.2  样品来源 

样品为市售水产品, 包含车螺(贝类产品)、马鲛鱼和

鲳鱼(海产鱼类)、花蟹(蟹类)和明虾(虾类)。 

2.3  溶液的配制 

衍生剂的纯化: 称取约 20 g 2,4-二硝基苯肼于烧杯中, 
加入 167 mL 乙腈和 500 mL 水, 搅拌至完全溶解, 放置过

夜, 用定性滤纸过滤后分别用水和无水乙醇反复洗涤 5~6
次至于干燥器中备用。 

衍生剂溶液的配制(2 g/L): 称取以上经过纯化的 2,4-
二硝基苯肼 200 mg, 用乙腈溶解并定容至 100 mL 容量瓶

中, 置冰箱保存备用。 

2.4  实验方法 

2.4.1  样品处理 
样品提取: 称取均质后的样品 2.5 g 至 50 mL 聚丙烯

离心管中, 加入 20 mL 水, 盖紧盖子, 涡旋混匀 30 s, 超声

提取 10 min, 取出, 再加入 4 mL 10%三氯乙酸, 涡旋充分

混匀 1 min, 于 4 ℃, 10000 r/min 离心 10 min; 移取全部上

清液于另一干净带刻度离心管中, 用氨水(1:1, V:V)调节

pH 为 3~5, 用水定容至 25 mL。 
样品净化: 于上述处理液中加入 5 mL 正己烷, 涡旋

充分混匀提取脂肪, 于 3800 r/min 离心 5 min。取 5.00 mL
下层液至一干净玻璃离心管中。 

样品衍生: 加入 0.5 mL 衍生剂溶液, 混合均匀, 于
50 ℃水浴衍生 20 min。取出用水冷却到室温, 加入 5.00 mL
色谱纯正己烷萃取衍生物, 待萃取平衡后, 取上层萃取液

过 0.22 μm 滤膜, 并取 1.00 mL 加入 100 ng/mL 氘代甲醛

DNPH-3,5,6 标准溶液 100 μL 后上机测定。 
2.4.2   标准曲线的绘制 

吸取 0.25 mL 甲醛标准溶液于 10 mL 容量瓶中, 用超

纯水定容至刻度, 制成含甲醛浓度 242 ng/mL 的标准使用
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溶液。再分别吸取以上标准使用溶液 20、40、100、200、
400、1000 μL 于 10 mL 比色管中, 加少量水后, 用氨水(1:1, 
V:V)调节 pH 为 3~5, 补水至 5.00 mL。以下按 2.4.1 样品衍

生操作。制成甲醛浓度级别为 1.0、2.0、5.0、10.0、20.0、
50.0 ng/mL 的标准溶液(内标浓度均为 10.0 ng/mL)。供样

品测定用, UPLC-MS/MS 分析后绘制标准曲线。 
2.4.3  仪器测定条件 

(1)色谱条件   
色谱柱: Phenomenex C18 柱(100 mm×3.0 mm, 1.7 μm); 

柱温: 40 ℃; 流速: 0.5 mL/min; 进样量: 5 μL; 流动相及洗

脱条件见表 1。 
 

表 1  流动相梯度洗脱程序 
Table 1  Mobile phase gradient elution procedure 

时间/min 
流动相体积比/% 

水 乙腈 

0 80 20 

5.00 10 90 

6.00 10 90 

6.10 80 20 

10.00 80 20 

 
(2)质谱条件 
离子源: 电喷雾离子源(electrospray ionization, ESI), 

负离子方式 ; 检测模式 : 多反应监测 (multiple reaction 
monitoring, MRM); 离子源温度: 550 ℃; GS1: 55 psi、GS2: 
50 psi; 气帘气: 35 psi; 喷雾电压: ‒4500 V; 碰撞气: 6; 校
准方法: 质量轴自动调谐校准。其他条件见表 2。 

3  结果与分析 

3.1  方法的优化 

3.1.1  质谱条件的优化 
对于衍生产物甲醛 2,4 二硝基苯腙, 根据化合物性

分子量及查阅文献 [11,12], 最终以 20 μg/L 为实验浓度 , 
采用针泵进样, 分别比较其正、负离子模式下离子质谱

相应的差别。结果发现负离子模式下其响应值较正离子

化高 10 倍, 这是由于目标物的 α—氢更容易以质子形式

电离, 形成 α—氮负离子结构。因此 ESI 选择采用负离

子电离模式。根据其分子量为 210.0, 准分子离子峰[M-H]
的 m/z 为 209.0。 

选择不同碰撞能, 对母离子进行碎裂, 甲醛 2,4 二硝

基苯腙呈现丰富的碎片信息, 如 209.0/163.0、209.0/151.0、
209.0/179.0、209.0/121.0、209.0/76.0。且这些碎片离子的

响应信号都很高, 皆是典型的醛腙碎片离子。通过参考文

献[11,12]并结合碎片离子结构稳定性研究, 甲醛 2,4 二硝基

苯腙裂解合理性推导过程如图 1 所示。由于甲醛苯腙的 2,4
位被硝基取代, 因而其碎裂方式符合硝基化合物的碎裂特

征, 如 209.0/121.0 为[M-H-HCHO-NO]产生。基于色谱峰

基线和样品杂质的干扰, 最终选择响应最高的 209.0/163.0
为定量离子对, 选择 209.0/151.0 为定性离子对, 其他为备

用离子对, 可作为基质干扰严重时物质定性的补充证据。 

3.1.2  色谱条件的优化 

实验以 10 μg/L 甲醛 2,4 二硝基苯腙标准溶液为研究

对象, 比较了乙腈-水体系、乙腈-0.1%甲酸水体系和乙腈-4 
mmol 乙酸铵体系下目标产物色谱行为的优异, 结果表明

乙腈-水和乙腈-4 mmol 乙酸铵 2 种色谱体系下, 目标物的

基线和灵敏度差别不大, 而乙腈-0.1%甲酸水体系目标物

响应值只有它们响应值的 1/5。基于实验操作的快速方便

及对色谱柱的保护, 选择乙腈-水作为色谱流动相。甲醛

-2,4 二硝基苯腙多反应监测离子色谱图模式下的色谱图见

图 2, 由图 2 可知, 209.0/163.0 较 209.0/151.0 离子对表现出

稍强的灵敏度, 因此本研究选择 209.0/163.0 为定量离子对, 
209.0/151.0 定性离子对。 

3.1.3  衍生剂的选择 

甲醛为低分子量物质, 本身无紫外荧光特性, 在色谱

检测器上无响应, 为了获得较好的色谱行为, 先将甲醛衍

生化, 衍生成含紫外吸收功能团。本研究以 2.00 mL 超纯

水为研究对象, 添加浓度水平 500 ng/mL 的甲醛标准溶液

0.50 mL, 选用 2 种衍生剂(2-肼基吡啶、2,4 二硝基苯肼)按
2.4.1 操作对甲醛衍生效果进行考察比较, 结果表明以 2,4
二硝基苯肼为衍生剂时, 衍生产物的效应值高, 而以 2-肼
基吡啶为衍生剂时, 衍生产物的响应值非常低, 响应值稍

高于噪音值。因此选择 2,4 二硝基苯肼为甲醛衍生剂。 
 

表 2  质谱参数 
Table 2  Mass spectrum parameters 

化合物 母离子 Q1 
(m/z) 

子离子 Q3 
(m/z) 

驻留时间/ms 去簇电压
DP/V 

入口电压
EP/V 

碰撞电压
CE/V 

出口电压
CXP/V 

甲醛 2,4 二硝基苯腙 
209.0 163.0* 100 80 10 ‒35 15 

209.0 151.0 100 80 10 ‒38 15 

氘代甲醛 DNPH-3,5,6 212.0 166.0 100 80 10 ‒35 15 

注: *为定量离子对。 
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图 1  甲醛 2,4 二硝基苯腙的主要裂解机理 
Fig.1  Fragmentation mechanism of formaldehyde 2,4-dinitrophenylhydrazone 

 
 
 

      
 

注: A 为定量离子; B 为定性离子。 
图 2  多离子反应监测模式下甲醛 2, 4 二硝基苯腙提取离子流色谱图 

Fig.2  Extraction ion chromatogram for formaldehyde 2,4-dinitrophenylhydrazone under multiple reaction monitoring 
 
 

3.1.4  衍生温度的选择 
以 2.50 mL 超纯水为研究对象 , 添加浓度水平    

500 ng/mL 的甲醛标准溶液 0.50 mL, 按 2.4.1 操作, 分别考

察 50 ℃水浴条件下, 衍生 10、20、30、40、50 min, 每个

衍生温度做 3 个平行样以衍生温度为横坐标, 各衍生温度

下衍生产物峰面积平均值为纵坐标绘制曲线, 比较衍生产

物峰面积随衍生温度的变化, 如图 3 所示。 
图 3 表明 50 ℃水浴衍水浴条件下衍生 20 min 后已
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达到平衡, 所以本研究选择 50 ℃水浴 20 min 为衍生最佳

条件。 
 

 

 
图 3  衍生产物峰面积随衍生水浴温度的变化(n=3) 

Fig.3  Variation of derivative products peak area with temperature 
of derivative water bath(n=3) 

 
3.1.5  提取条件的选择 

根据文献[13‒16]、国家标准[6‒10], 样品基质中甲醛的提

取方法有很多, 主要有水蒸气蒸馏、超纯水超声提取, 10%
三氯乙酸沉淀蛋白的方式、4%三氯乙酸直接超声提取等方

式, 结合前期实验研究与日常经验, 水蒸气蒸馏前处理方

式有诸多缺点, 如蒸馏出来的甲醛又重新溶解回溶液中, 
蒸馏装置气密性不好、管路长等因素影响, 造成回收率不

稳定, 而且一次不能同时处理多份样品。而直接用 4%三氯

乙酸提取样品, 样品容易抱团, 难于分散。基于以上因素

考虑, 本实选择超纯水提取, 10%三氯乙酸沉淀蛋白的前

处理方式。 

3.2  方法线性关系和灵敏度 

以甲醛 2,4 二硝基苯腙的质量浓度(ng/mL)与氘代甲醛

DNPH-3,5,6 的质量浓度比(X)为横坐标, 以相应外标峰面积

与氘代甲醛DNPH-3,5,6峰面积之比(Y)为纵坐标绘制标准曲

线, 目标物在 1.0~50.0 ng/mL 范围下线性良好, 线性方程为

Y=1.26X+0.381, 相关系数 0.9996, 方法线性关系好。 
由于实验环境、实验用水和研究对象都含有痕量甲

醛。本实验选择本底值较低的样品为研究对象, 按照样品

分析的全部步骤, 依次平行测试 20 次, 计算测定结果的标

准偏差, 以 3 倍标准偏差为方法检出限, 3 倍检出限为方法

定量限。测得甲醛检出限为 1.0 μg/kg, 定量限为 3.0 μg/kg, 
方法灵敏度高。  

3.3  方法回收率和精密度 

分别选取 5 种不同种类的代表性水产品, 分别为车螺

(贝类产品)、马鲛鱼和鲳鱼(海产鱼类)、花蟹(蟹类)和明虾

(虾类), 以这 5种水产品为研究对象, 按 2.4.1 的方法处理 6
份, 同时另取 6 份不除去样品脂肪(除了不用正己烷除脂肪

操作外, 样品提取与衍生按 2.4.1 操作)进行检测, 并添加

一定浓度的标准溶液进行回收率实验, 精密度和准确度的

结果见表 3。 
除脂肪操作的平均加标回收率在 71.4%~94.0%之间, 

相对标准偏差<15.0%。结果表明, 除脂肪操作结果的精密度

与回收率比不除脂肪结果的回收率整体偏好, 这是因为海

产品样品基质较复杂, 如没有除脂肪净化操作, 提取的样品

液加衍生剂衍生后, 有机相与无机相易乳化, 影响衍生效率, 
从而造成回收率偏低, 精密度不够理想。因此本研究采用样

品经水提取, 10%三氯乙酸沉淀蛋白后, 再用正己烷除脂肪

的净化方式, 保证了较好的回收率和精密度。 
 

表 3  2 种前处理样品精密度和回收率比较 
Table 3  Comparison of precision and recovery of 2 kinds of pretreatment  

样品编号 本底含量/(mg/kg) 平均值
/(mg/kg)

相对标准

偏差/% 
加标量

/(mg/kg) 
测定值

/(mg/kg) 
回收率

/% 

车螺 
不除脂肪操作 0.75、0.80、0.70、0.82、0.73、0.60 0.73 10.8 1.00 1.48 75.0 

除脂肪操作 0.85、0.88、0.80、0.87、0.85、0.82 0.85 3.7 1.00 1.75 90.0 

马鲛鱼 
不除脂肪操作 1.01、1.00、0.81、0.75、0.85、0.90 0.89 11.7 1.00 1.65 76.0 

除脂肪操作 1.02、1.05、1.10、1.00、0.98、1.10 1.04 4.9 1.00 1.95 91.0 

花蟹 
不除脂肪操作 1.49、1.35、1.42、1.60、1.45、1.56 1.48 9.2 1.00 2.29 81.0 

除脂肪操作 1.62、1.55、1.60、1.50、1.59、1.48 1.56 3.6 1.00 2.50 94.0 

明虾 
不除脂肪操作 0.76、0.72、0.86、0.82、0.90、0.69 0.79 10.4 1.00 1.53 74.0 

除脂肪操作 0.85、0.80、0.86、0.82、0.90、0.91 0.86 5.0 1.00 1.80 94.0 

鲳鱼 

不除脂肪操作
0.0046、  0.0062、 0.0053、 

0.0070、0.0041、0.0092 
0.0061 31 

0.0050 0.0048 43.2 

0.010 0.0082 51.0 

除脂肪操作 
0.0086、0.0073、0.0090、0.0067、

0.0079、0.0060 
0.0076 15 

0.0050 0.0090 71.4 

0.010 0.0132 75.0 
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4  结论与讨论 

本研究以 2,4 二硝基苯肼为衍生剂, 以沉淀蛋白、去

除脂肪方式净化样品, 样品与标准溶液进样前加入氘代甲

醛 DNPH-3,5,6 内标溶液, 较好地消除了基质效应。通过实

验研究, 缩短了衍生时间, 优化了样品前处理方式, 探讨

了甲醛 2,4 二硝基苯腙的质谱碎裂途径, 建立了同位素内

标高效液相色谱-串联质谱法检测海产品的中甲醛含量 , 
该方法灵敏度高, 满足定性定量准确等要求, 可作为现有

国家标准甲醛检测方法的定量及定性确证补充。 
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