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食用菌甲醛含量测定的柱前衍生条件 

优化及其应用 
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(1. 福建农林大学菌物研究中心, 福州  350002; 2. 福建农林大学食品科学学院, 福州  350002) 

摘  要: 目的  对食用菌甲醛含量测定中的衍生条件进行优化, 并检测 6 种常见食用菌的甲醛含量。方法  样

品匀浆后, 4 °C 超声 30 min, 滤液加一定量的缓冲液及 2,4-二硝基苯肼, 一定温度下衍生一定时间, 冷却后用

二氯甲烷萃取 3 次, 氮吹至干, 乙腈定容, 然后采用液相色谱法检测, 外标法定量。结果  甲醛与 2,4-二硝基

苯肼在 pH 为 5.0 时反应趋向稳定, 温度在 80 °C、时间为 100 min 时衍生效果最好。该方法回收率在

90.59%~97.80%之间, 相对标准偏差 1.95%~4.61%, 稳定性和重现性的相对标准偏差分别为 0.90%、2.72%。

进一步将该方法应用于海鲜菇、金针菇、茶树菇、黑木耳、毛木耳、杏鲍菇等食用菌的甲醛含量测定, 结果

显示, 以上食用菌的甲醛含量在 0.52~0.81 μg/g, 均未超标; 加标回收率均在 85%以上。结论  该方法稳定, 准

确度和精密度好, 适用于食用菌甲醛的检测。 
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Determination of formaldehyde in edible fungi by optimizing the pre-column 
derivatization and its application 
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ABSTRACT: Objective  To optimize the derivatization condition for the determination of formaldehyde  content 

in edible fungi, and determine the formaldehyde content of 6 kinds of common edible fungi. Methods  The samples 

were treated with ultrasonic for 30 min at 4 °C after homogenizing. A certain amount of buffer solution and 2, 

4-dinitrophenylhydrazine were added to the filtrate, which were derived for a certain time at a certain temperature. 

After cooling, the sample was extracted with dichloromethane for 3 times, blew dry with nitrogen and diluted with 

acetonitrile, then it was determined by liquid chromatography, and quantified by external standard method. Results  

The reaction of formaldehyde and 2,4-dinitrophenylhydrazine was stable at pH 5.0, the derivative effect was best at 

80 °C for 100 min. The average recoveries were 90.59%–97.80%, and the relative standard deviations were 

1.95%–4.61%. The relative standard deviation of stability and reproducibility were 0.90% and 2.72%, respectively. 

The method was further applied to the determination of formaldehyde content in Hypsizygus marmoreus, Flammulina 



第 22 期 王瑞清, 等: 食用菌甲醛含量测定的柱前衍生条件优化及其应用 8529 
 
 
 
 
 

velutipes, Agrocybe aegerita, Auricularia auricular, Auricularia polytricha, Pleurotus eryngii and other edible fungi. 

The results showed that the formaldehyde content in the above edible fungi was within 0.52–0.81 μg/g, which did not 

exceed the standard. The recovery rates were above 85%. Conclusion  This method is stable, accurate, precise and 

suitable for detecting formaldehyde in edible fungus. 

KEY WORDS: edible fungi; formaldehyde; derivatization condition; optimization 

 

1  引  言 

甲醛(formaldehyde)是一种重要的工业原料, 被广泛

用于纺织、医药、建材等产业。由于甲醛对人体危害极大, 

有毒性, 可致敏、致突变、致癌[1–4], 近年来, 食品中的甲

醛残留问题引起了人们越来越广泛的关注。21 世纪初, 日

本、欧盟先后对我国出口的香菇甲醛检出量做了严格的限

制, 2012 年出现的平菇“甲醛事件”对食用菌行业造成了较

大影响[5,6]。因此, 对食用菌内源性甲醛含量的检测显得尤

为重要。 

目前食用菌中的甲醛检测方法主要有乙酰丙酮法和

柱前衍生化-高效液相色谱法[7,8]。其中, 乙酰丙酮法操作简

便、检测周期短、更经济节约, 但相对来说灵敏度不高, 抗

干扰性不强, 易产生假阳性; 柱前衍生化-高效液相色谱法

具备灵敏度高、抗干扰性强等优点, 适合用于食用菌中微

量甲醛的精准检测[5,9,10]。前处理方法的选择和条件控制直

接影响样品中甲醛含量检测的准确性。华红慧等[11]的研究

表明降低样品的处理温度有利于提高甲醛的回收率; 励建

荣等[12]的研究显示样品经抑制(低温)或灭酶处理后再进行

甲醛检测有利于准确反映鲜香菇中甲醛的真实含量。周松

英等[13]用超声处理取代传统的蒸馏法, 再用二氯甲烷萃取

衍生产物, 有效地节约了时间、减少了样品基质的影响、

降低了检出限。吕春华等 [14]对比了检验检疫行业标准

(SN/T 1547-2005)[15]、农业部行业标准(NY/T 1283-2007)[7]、

浙江省地方标准(DB33/T 555-2005)[16]、冷水均质法以及衍

生液提取法, 实验结果表明衍生液提取法方法简便, 检测结

果最低且重现性好, 能有效反映香菇中游离甲醛的含量。 

目前, 对于食用菌甲醛衍生条件的方法学研究较少

且不够系统, 江穗宁等[17]仅对衍生液用量、衍生时间上做

了初步的探究。因此, 本研究采用低温超声处理方法对香

菇中甲醛进行初步提取, 系统优化了衍生 pH、温度和时间

3 个因素, 提高香菇甲醛含量检测的精确性, 并以优化的

方法对海鲜菇、金针菇、茶树菇、黑木耳、毛木耳、杏鲍

菇等食用菌做加标回收率测定, 以期建立一个能够准确定

量食用菌甲醛的方法。 

2  材料与方法 

2.1  仪器、试剂与材料 

LC-20A 超快速液相色谱仪(日本岛津公司); 明澈-D 

24UV 超纯水仪(美国 Millipore 公司); FE28 pH 计[梅特勒-

托利多仪器(上海)有限公司]; CP313 精密电子天平[奥豪斯

仪器(上海)有限公司]; HWS26 恒温水浴锅(上海一恒科技

有限公司)。 

甲醛标准品(100 μg/mL, 国家标准物质中心); 二甲

醇、乙腈(色谱级, 德国 MERCK 公司); 2,4-二硝基苯肼、

氯甲烷、磷酸二氢钠、柠檬酸钠(分析纯, 国药集团化学试

剂公司); 乙酸锌、亚铁氰化钾(分析纯, 国药集团化学试剂

公司沪试), 水为超纯水。 

香菇、海鲜菇、金针菇、茶树菇、黑木耳、毛木耳、

杏鲍菇等市售新鲜食用菌。 

2.2  实验方法 

2.2.1  标准曲线绘制 

以甲醛标准品 100 μg/mL 为母液, 用超纯水将母液稀

释成浓度分别为 0.01、0.5、2、10、20 μg/mL 的标准工作

液。分别吸取 2 mL 标准工作液加入到 50 mL 锥形瓶, 加

入 pH 5.0 的磷酸氢二钠-柠檬酸缓冲液 10 mL, 1 μg/mL 的

2,4-二硝基苯肼溶液 1 mL, 摇匀。80 °C 水浴 100 min, 冷

却, 5 mL 二氯甲烷萃取 3 次, 50 °C 氮吹至干, 2 mL 乙腈(色

谱级)定容, 过 0.22 μm 滤膜后供检测。 

2.2.2  衍生 pH 值优化 

新鲜香菇经食品捣碎机研磨匀浆, 准确称取 5 g 样品

(精确至 0.01 g)于 250 mL 具塞锥形瓶中, 加入 50 mL 去离

子水及 0.220 kg/L乙酸锌、0.106 kg/L亚铁氰化钾各 500 μL, 

摇匀后 4 °C 下超声提取 30 min, 中速滤纸过滤, 取 2 mL

滤液于 50 mL 锥形瓶, 分别加入 10 mL pH 为 2.0、2.5、3.0、

3.5、4.0、4.5、5.0、5.5、6.0、6.5、7.0 的磷酸氢二钠-柠

檬酸缓冲液, 再加 1 mL 浓度为 1 μg/mL 的 2,4-二硝基苯肼

溶液。每个处理 3 次重复, 后续步骤同 2.2.1。 

2.2.3  衍生温度优化 

样品处理按 2.2.2 步骤进行, 衍生 pH 值按 2.2.2 所筛

选的结果, 衍生温度设置 30、40、50、60、70、80、90 °C, 

衍生时间为 100 min, 每个处理 3 次重复。 

2.2.4  衍生时间优化 

样品处理按 2.2.2 步骤进行, 衍生 pH 值按 2.2.2 所筛

选的结果, 衍生温度按 2.2.3 所筛选的结果, 衍生时间设置

为 20、40、60、80、100、120 min, 每个处理 3 次重复。 

2.2.5  液相色谱测定条件 

色谱条件参考龚玲凤等[18], 色谱柱: Inert Sustain C18
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色谱柱(4.6 mm×250 mm, 5 μm, 日本岛津公司); 流动相: 

乙腈-水, 体积比为 65:35; 检测波长: 352 nm; 进样量 5 μL; 

柱温: 30 °C。 

2.2.6  加标回收率、精密度、稳定性及重现性实验 

取香菇样品, 添加低、中、高(分别为 5、10、20 μg/g) 

3 个水平的标准溶液, 每个水平做 3个平行重复, 按上述优

化的方法测定香菇内源性甲醛的含量及加标后的浓度, 计

算方法的回收率并进行精密度分析。 

配制 20 μg/mL 甲醛标准溶液, 按照所建方法提取测

定, 分别在 0、2、4、8、12、24 h 采用所建方法进行测定, 

进行稳定性实验分析。 

取同一批鲜香菇样品 , 按所建方法平行制备 5 份    

20 μg/g 基质加标试液, 进行重现性实验分析。 

2.2.7  实际样品测定 

分别取海鲜菇、杏鲍菇、金针菇、茶树菇、黑木耳、

毛木耳等样品, 分成 2 份, 其中 1 份直接测定, 1 份添加甲

醛标准品, 加标量为 5 μg/g, 每个处理 3 次重复。测定各食

用菌本底含量及回收率。 

3  结果与分析 

3.1  不同衍生 pH 对衍生效果的影响 

甲醛与 2,4-二硝基苯肼的反应属于羰基亲核加成反应, 

pH 对反应影响较大[19]。图 1 为不同 pH 对衍生效果的影响, 

随着 pH 的升高, 衍生物的峰面积越小, 但 pH 在 4.0~6.0

时衍生物的峰面积受其影响较小, 在 2.0~4.0 和 6.0~7.0 之

间, 衍生物的峰面积受 pH 影响波动大。因此为了选择一个

比较稳定的衍生环境, 后续实验选择衍生的 pH 为 5.0。 

 

 
 

图 1  不同 pH 对衍生化的影响(n=3) 

Fig.1  Effect of different pH on derivatization (n=3) 
 

3.2  不同衍生温度对衍生效果的影响 

随着衍生温度的增高衍生产物 2,4 二硝基苯腙的峰面

积也逐渐增大, 见图 2。当衍生温度达到 80 °C 时, 衍生物

峰面积达到最大, 而当衍生温度设定 90 °C 时, 衍生物峰

面积反而略微下降。因此, 从提高目标物的响应值及检出

限的角度考虑, 最终选择 80 °C 的衍生温度。 

 
 

图 2  不同温度对衍生化的影响(n=3) 

Fig.2  Effect of different temperature on derivatization (n=3) 
 

3.3  不同衍生时间对衍生效果的影响 

衍生时间也会对衍生效果产生较大影响。由图 3 可知, 

随着衍生时间的延长衍生产物峰面积呈先升后降趋势, 当

达到 100 min 时衍生效果最好。同样, 从提高目标物的响

应值及检出限的角度考虑, 确定衍生时间为 100 min。 

 

 
 

图 3  不同时间对衍生化的影响(n=3) 

Fig.3  Effect of different time on derivatization (n=3) 
 

3.4  方法学考察 

3.4.1  线性关系分析 

以甲醛浓度为横坐标, 衍生物峰面积为纵坐标绘制

标 准 曲 线 , 所 得 线 性 回归 方 程 为 : Y=180248X–1616, 

r2=0.9994, 表明甲醛的质量浓度与对应的峰面积具有良好

的线性关系。 

3.4.2  加标回收率及精密度 

甲醛在 5、10、20 μg/g 3 个加标水平的回收率在

90.59%~97.80% 之 间 ( 见 表 1), 相 对 标 准 偏 差 为

1.95%~4.61%, 表明本方法具有较高的回收率及精密度。 

3.4.3  稳定性和重现性 

在稳定性和重现性实验中, 所测样品的 RSD 分别为

0.90%、2.72%, 表明所建立的方法具有良好的稳定性、重

现性。 

3.5  实际样品检测 

对海鲜菇、杏鲍菇、金针菇、茶树菇、黑木耳、毛木

耳样品进行本底含量测定和加标回收率测定。如表 2 所示, 
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以上食用菌内源性本底含量在 0.52~0.81 μg/g, 平均加标

回收率为 85.72%~95.71%, 相对标准偏差为 3.26%~6.01%, 

方法的回收率和精密度较高, 适用于食用菌内源性甲醛的

检测。 

 
表 1  香菇中添加甲醛的回收率及相对标准偏差(n=3) 

Table 1  Recovery and relative standard deviation (RSD) of 
formaldehyde spiked in Letinous edodes (n=3) 

目标物 
加标浓度/ 

(μg/g) 

样品本底含 

量/(μg/g) 

实际检出量/ 

(μg/g) 

平均回

收率/%
RSD/

% 

甲醛 

5.00 

7.01 

11.59 

97.80 3.7312.24 

11.41 

10.00 

15.95 

91.76 1.9515.36 

15.53 

20.00 

23.21 

90.59 4.6125.39 

24.81 

 
表 2  不同食用菌内源性本底含量抽查及加标回收率测定(n=3) 
Table 2  Determination of endogenous formaldehyde content 

and standard addition recoveries in different edible fungi (n=3) 

食用菌 本底值/(μg/g) 平均回收率/% 回收率 RSD/%

海鲜菇 0.52 85.72 3.26 

杏鲍菇 0.81 90.60 4.43 

金针菇 0.62 94.77 6.01 

茶树菇 0.71 87.12 3.52 

黑木耳 0.68 95.71 4.28 

毛木耳 0.73 94.12 5.59 

 

4  结论与讨论 

香菇等食用菌在产生风味物质的同时, 会产生甲醛

等副产物, 杨娟等[4]在前人的研究基础上总结出香菇中甲

醛的生成途径, 即香菇菌酸在 γ-谷氨酰基转肽酶(GGT)和

半胱氨酸亚砜断裂酶(C-S lyase)的催化作用下形成芳香物

质香菇精, 同时释放甲醛。Liu 等[20]研究了香菇中的 GGT

和 C-S lyase 酶, 当 pH 低于 5 时, 可以有效抑制这 2 种酶

的活性; 但 2 种酶耐热性强, GGT 酶在 50 °C 孵育 1 h, 活

性还可保持 82%, C-S lyase 酶在 60 °C 孵育 1 h, 活性还可

保持 92%。黄菊等 [21]的研究也表明 , C-S lyase 能够在

30~60 °C 范围内保持较高的催化能力。此外, 金属离子

Cu2+、Zn2+、Fe2+和 Fe3+等对 GGT、C-S lyase 酶有显著的

抑制作用[20–22]。目前采用衍生化法提取甲醛的标准有 2 个, 

分别是出入境检验检疫标准(SNT 1547-2011)[23]和天津地

标(DB12/T 883-2019)[8], 这 2 套方法的衍生温度均为 60 °C

衍生 1 h, 从理论上看, 不利于抑制 GGT、C-S lyase 酶的   

活性。 

为了更加真实、准确地检测食用菌甲醛含量, 需要最

大限度抑制提取和衍生化过程内源性甲醛的新合成、防止

甲醛提取检测过程中的损失并提高检测的灵敏度。本研究

在提取过程保持低温操作并加入乙酸锌、亚铁氰化钾以抑

制 GGT、C-S lyase 酶活力; 通过衍生方法的优化, 明确样

品在 pH 5.0、80 °C 衍生 100 min, 甲醛检测的响应值最高, 

衍生效果最好 , 且可以最大限度抑制或灭活 GGT、C-S 

lyase 酶, 避免衍生过程中内源性甲醛的合成。方法学考察

的结果显示: 3个浓度的回收率测定值在 90.59%~97.80%之

间, 相对标准偏差 1.95%~4.61%, 稳定性和重现性实验所

测得的 RSD 分别为 0.90%和 2.72%, 表明所建方法具有较

高的回收率、精密度、稳定性和重现性。利用该方法检测

6 种食用菌的甲醛含量, 结果也显示出较小的偏差和较高

的回收率, 说明所建方法适用于食用菌的甲醛含量检测。 
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