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香菇中不同形态甲醛的测定与分析 
 

李冰茹，马智宏，何昭颖，李杨，平华 

（农业部农产品质量安全风险评估实验室，北京农业质量标准与检测技术研究中心，北京 100097） 

摘要：香菇中同时存在游离态甲醛和结合态甲醛，建立一种可以一次性快速测定这两种形态甲醛含量的方法。根据香菇中两种

形态的甲醛析出条件，实验设计了 2 个步骤：第一步，先通过蒸馏提取香菇中游离态甲醛；第二步，加酸后再次蒸馏，提取香菇中结

合态甲醛。实验设定条件为：蒸馏时间为 4 min，加 10%磷酸 40 mL，水浴温度为 60 ℃，水浴时间为 60 min。结论为，当甲醛浓度

为 0.0~10.0 mg/L 时，标准曲线线性关系良好，相关系数 r 为 0.9995，游离态甲醛检测的加标回收率为 87.8%~105.9%，相对标准偏差

(RSD)在 3.5%~7.0%；结合态甲醛检测的加标回收率为 89.5%~105.8%，相对标准偏差（RSD）在 2.5%~6.7%。香菇中结合态甲醛含量

占总甲醛的 62.6%~71.8%，游离态甲醛和结合态甲醛在伞部的含量均高于柄部的含量。全自动定氮仪可以一次性处理香菇中不同形态

的甲醛，与高效液相色谱联用，能够自动、快速、高效地完成香菇中甲醛形态的检测与分析。 
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Abstract: In order to one-time and rapidly determine the dissociative formaldehyde and conjugate formaldehyde in Letinous edodes, the 

method of combining full automatic nitrogen analyzer and high performance liquid chromatography (HPLC) was established. According to the 

precipitation conditions with different morphology of formaldehyde in Letinous edodes, the 2 steps were set to distill with the automatic nitrogen 

analyzer. The first step was distilled dissociative formaldehyde and the second step was adding-acid to distill the conjugate formaldehyde. The 

conditions of experiment were that distilling-time 4 min, 10% phosphoric acid 40 mL, water-bathing temperature 60 , and water℃ -bathing time 

60 min. When formaldehyde concentration is 0.0~10.0 mg/L, the standard curve has good linear relationship, the correlation coefficient r is 

0.9995. The recoveries of dissociative formaldehyde were 87.8%~105.9%, the relative standard deviation (RSD) was 3.5%~7.0%; the recovery 

of conjugate formaldehyde was 89.5%~105.8%, and RSD was 2.5%~6.7%. The automatic nitrogen analyzer could improve the extraction 

efficiency of different morphology of formaldehyde in Letinous edodes. The content of conjugate formaldehyde in Lentinus edodes accounted 

for 62.6%~71.8%. The contents of dissociative formaldehyde and conjugate formaldehyde in the umbrella part were higher than that in the stalk 

part. The method combined with high performance liquid chromatography and the automatic nitrogen analyzer was suitable for the batch 

detection of formaldehyde in Letinous edodes. 
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香菇在生长发育过程中会产生甲醛，属于香菇特

有的生理代谢现象[1]，以游离态和结合态[2,3]的形式存
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在。虽然大部分甲醛是以结合态的形态存在[2]，由于

游离态甲醛具有一定致癌作用[4]，因此对于甲醛形态

的存在的形式和含量进行检测分析就很有必要。鉴于

香菇析出甲醛的独特现象，对香菇中游离态和结合态

甲醛的存在形式和含量进行检测分析，客观评估香菇

中的甲醛对健康的影响，具有一定的科学意义。 
检测香菇中游离态和结合态甲醛的含量，首先要

确保香菇中甲醛的形态在不发生转换的情况下将其从

香菇组织中分别提取出来[5,6]。香菇中甲醛含量检测的
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前处理方法主要是水蒸气蒸馏法、直接蒸馏法[7]、超

声提取法和水浸泡法等，其测定的结果基本是游离态

甲醛的含量[8]。结合态甲醛含量的检测，必须先使用

酸碱等化学物质将其改变为游离态的形式才能进行
[9]。而且，如果加酸检测结合态的甲醛，需要选择新

的试样进行重复提取，效率低下，不适合批量样品的

处理[10,11]。因此，针对香菇中不同形态甲醛含量的测

定与分析是一个有意义的研究题目。 
为此，黄文水等选用凯氏定氮蒸馏装置代替蒸汽

蒸馏装置，检测啤酒、鹅肠以及香菇中的游离态甲醛，

发现其具有灵敏度高、选择性好、精密度和准确度好

等优点[12]。李冰茹等利用凯式定氮仪代替传统蒸馏方

法测定了香菇中的游离甲醛的含量[13]，在此基础上利

用凯氏定氮仪与高效液相色谱法[14]联用，实现自动蒸

馏和加酸，建立了一种新的能够一次性提取及测定香

菇中游离态和结合态甲醛的方法，与现行的

NY_T_1283-2007《香菇中甲醛含量的测定》标准相比，

结果更全面，既有游离态的含量，又有结合态含量，

数据更精确。 

1  实验部分 

1.1  材料与试剂 

香菇，采集于北京市生产基地。 
冰乙酸(分析纯)，北京化学试剂厂；磷酸(分析纯)，

北京化学试剂厂；2,4-二硝基苯肼(分析纯，纯度

≥90%)，北京化学试剂厂；乙腈(色谱纯)，北京化学试

剂厂；甲醛标准品，北京市环保局标物中心。 
缓冲液：称取 2.64 g 乙酸钠，以适量水溶解，加

1 mL 冰乙酸，用纯水定容 500 mL。 
2,4-二硝基苯肼溶液：称取 2,4-二硝基苯肼 300 

mg，用乙腈定容至 500 mL。 
衍生液：取 100 mL 2,4-二硝基苯肼溶液，与 100 

mL 的缓冲液混匀。 
无特殊说明所有试剂均为分析纯、所用水为纯

水。 

1.2  仪器与设备 

2690 液相色谱仪，美国沃特斯科技有限公司；色

谱柱（ACQU-ITY UPLC HSS T3），美国沃特斯科技

有限公司；DHG-9246A 电热恒温鼓风干燥箱，上海精

宏实验设备有限公司；3k30 离心机，美国 SIGMA 公

司；匀浆机（BUCHI）、SPD60 全自动定氮仪，北京

三品科创仪器有限公司；天平，梅特勒仪器(上海)有
限公司；水浴摇床，上海旻泉有限公司。 

1.3  实验条件 

定氮仪蒸馏条件：选择多步蒸馏，第一步蒸馏结

束，暂停蒸馏取走吸收液，第二步仪器开始自动加酸，

继续蒸馏。 
色谱分离条件：ACQU-ITY UPLC HSS T3 色谱柱

(2.1 mm×50 mm，1.8 μm)；流动相：甲醇与水(70:30，
V:V)溶液，等度洗脱，流速为：1 mL/min；柱温：40 ℃；

进样体积：20 μL。 

1.4  样品前处理 

干样品粉粹或鲜样匀浆，准确称取干样品 20.0 g
或鲜样匀浆 50.0 g，与消煮管中加少许纯水置于定氮

仪上，选择多步蒸馏，每步蒸馏的时间设置为 4 min，
加酸量为 4 mL。开始蒸馏，用 250 mL 的三角瓶收集

蒸馏液，并置于冰水浴中。在第一步蒸馏结束换取新

的收集瓶，收集液用纯水定容 100 mL，摇匀待测 I。
待仪器自动加酸进行第二步蒸馏，蒸馏结束，收集液

同样用纯水定容 100 mL，摇匀待测 II。分别准确吸取

待测液 I 和 II 各 1 mL，同时加缓冲液 4 mL 和衍生液

5 mL 于 15 mL 玻璃管中，盖紧塞子并用封口膜密封

好，置于 60 ℃恒温水浴摇床，每隔 20 min 取出混匀

1 次，1 h 后取出并冷却室温。过 0.45 或 0.22 μm 的有

机针式滤膜，待测定。 

1.5  数据统计分析 

本实验利用 WPS 表格（10.1.0.7566）进行数据统

计分析。 

2  结果与讨论 

2.1  蒸馏时间的优化 

蒸馏时间对结果有很大的影响[15]，蒸馏的时间太

较短，甲醛还没完全挥发出来，会造成检测结果偏低；

时间过长，因吸收瓶中的甲醛具有较强的挥发性，也

会造成检测结果偏低。按 1.4 节操作，分别对第一步

和第二部的蒸馏时间进行了优化。两步骤均分别蒸馏

2、3、4、5、6 min，对比检测结果分析。检测结果如

图 1 所示，均呈现随着时间检测结果先升高后降低的

趋势，以 4 min 最优。因此，两个步骤的蒸馏时间均

确定为 4 min。
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图1 定氮仪蒸馏时间变化趋势图  

Fig.1 Optimization of distillation time of automatic Kjeldahl 

apparatus (n=6) 

注：a 游离态甲醛蒸馏时间变化趋势图；b 结合态甲醛蒸

馏变化趋势图。 

2.2  酸及加酸量的选择 

磷酸是非氧化性酸，只改变溶液的酸碱性，不会

把其它物质氧化成羰基。因此，酸的选择以磷酸为佳，

分别添加 1、2、3、4、5、6、7 mL 的量，按照 1.4
节步骤进行操作，检测结果如图 2 所示。随着酸量的

增加检测出的甲醛含量逐步增高并在到 4 mL 时趋于

平稳，因而加酸量选择 4 mL 为宜。 

 
图2 最适宜的加酸量 

Fig.2 Optimization of the acid contents (n=6) 

2.3  衍生水浴温度的选择 

甲醛衍生温度对甲醛的析出结果有一定的影响

[16]。按照 1.4 节的操作，设定水浴温度分别为 30、40、
50、60、70、80 ℃，对比检测结果如图 3 所示。随着

温度的升高甲醛含量逐步增加，说明温度升高有利于

甲醛的释放。但是，当温度高于 60 ℃时，甲醛的含

量反而下降。其原因可能是因为温度过高造成甲醛挥

发，反应液中甲醛的量偏低。因此，实验中选择 60 ℃
作为最佳水浴温度。 

 
图3 选择合适的衍生水浴温度 

Fig.3 The optimization of the derivative temperature for water 

bath (n=6) 

2.4  衍生时间 

按照 1.4 节的操作优化衍生时间，选择 30、40、
50、60、70、80 min 进行衍生实验。检测结果如图 4
所示，在 60 min 前，随着时间的延长，甲醛的含量一

直在增加；60 min 后，甲醛含量不增加，说明已经反

应完全。选定 60 min 为最佳的衍生时间。 

 
图4 衍生时间的选择 

Fig.4 The optimization of the derivative time (n=6) 

2.5  标准曲线的绘制及方法的检出限 

移取 20、30、50、70、100 μL 浓度为 100 mg/L
甲醛标准溶液，于 15 mL 玻璃刻度管，补加缓冲溶液

至 5 mL，再加 5 mL 2,4-二硝基苯肼溶液，密封严紧

混匀。置于 60 ℃恒温水浴摇床中，每隔 20 min 取出

混匀 1 次，1 h 后取出，冷却至室温。过 0.45 μm 有机

针式滤膜待测。得到标准曲线方程为 Y=655666X- 
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93453，相关系数 R2为 0.9995,在 0.0~10.0 mg/kg 范围

线性良好。以噪声的 3 倍计算出最低检出限为 1.0 
mg/kg。 

2.6  回收率和精密度 

选择 1 个本底较低的样品，分别添加低、中、高

3 个水平浓度，进行 6 次平行加标回收率实验。检测

结果如表 1 所示，样品均符合国家标准[17,18]，游离态

甲醛检测的加标回收率为 87.8%~105.9%，相对标准偏

差（RSD）在 3.5%~7.0%之间，结合态甲醛检测的加

标回收率为 89.5%~105.8%，相对标准偏差（RSD）在

2.5%~6.7%之间，方法可靠、可行。 
表1 实验的加标回收率和测定结果 

Table 1 Results of the recovery of standard addition (n=6) 

甲醛形态 含量/（mg/kg） 加标量/（mg/kg） 检测值/（mg/kg） 平均值/（mg/kg） 标准差 回收率/% RSD/%

游离态甲醛 18 

5 

22.4 

22.7 0.3096 

87.8 

7.0 

22.5 90.4 

23.1 101.2 

22.5 89.4 

22.8 96.5 
23.2 103.6 

10 

27.8 

27.9 0.4082 

98.1 

4.4 

27.4 94.4 

28.2 101.6 

27.9 98.5 

27.5 94.8 
28.6 105.9 

20 

37.3 

37.7 0.6103 

96.3 

3.5 

37.1 95.3 

37.4 97.2 

38.5 102.7 

37.1 95.6 
38.5 102.4 

结合态甲醛 35 

10 

44.5 

 0.3400 

95.1 

3.7 

44.6 96.3 

45.2 102.2 

44.7 97.4 

44.6 95.7 
45.4 103.8 

20 

54.5 

 0.4705 

97.6 

2.5 

54.3 96.7 

54.7 98.7 

55.3 101.5 

54.5 97.6 
55.6 102.8 

50 

81.7 

 2.9715 

93.3 

6.7 

79.8 89.5 

81.4 92.7 

87.9 105.8 

83.8 97.6 

87.0 103.9 
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表2 香菇不同部位不同形态甲醛含量 

Table 2 the contents of Letinous edodes different parts of speciation formaldehyde（n=50） 

检测部位 甲醛形态 最低含量/(mg/kg) 最高含量/(mg/kg) 平均含量/(mg/kg） 标准差 

香菇伞部 
游离态甲醛 13.8 43.6 28.6 8.5 

结合态甲醛 23.1 89.7 49.8 16.7 

香菇柄部 
游离态甲醛 1.80 7.56 4.10 1.5 

结合态甲醛 3.11 19.3 7.83 4.4 

2.7  实际样品分析 

利用上述方法，对北京市房山区香菇生产基地的

50 个新鲜香菇的伞和柄分别进行了游离甲醛和结合

态甲醛的检测，结果如表 2。 
通过表 2 可知，香菇伞部和柄部中游离态的甲醛

比结合态甲醛含量明显偏低，香菇伞部甲醛主要以结

合态的形式存在，伞部的游离态甲醛含量范围为

13.8~43.6 mg/kg，结合态甲醛含量在 23.1~89.7 mg/kg
之间；柄部的游离态甲醛含量范围为未检出~7.56 
mg/kg，结合态甲醛含量在 3.11~19.3 mg/kg 之间，结

合态的甲醛是游离态甲醛的 2~3 倍。总的来说，香菇

中结合态甲醛含量占总甲醛的 62.6%~71.8%之间。无

论是游离态甲醛还是结合态甲醛，其在伞部的含量均

高于柄部的含量。这可能与香菇生理活动及促进甲醛

生成的酶主要集中在香菇的伞部密切相关。 

3  结论 

全自动定氮仪提取高效液相色谱检测香菇中不

同形态的甲醛，提取优化条件为定氮仪设置多步蒸馏，

第一步蒸馏提取游离态甲醛时间为 4 min；第二步加

酸蒸馏提取结合态甲醛，加酸量为 10%的磷酸 40 mL，
蒸馏时间为 4 min；优化的衍生条件为水浴温度 60 ℃，

时间为 60 min。对比传统的蒸馏比色法，不难发现传

统蒸馏很难控制易爆扑、时间长，密封性差、需要人

看守。而全自动定氮仪提取甲醛，自动化程度高、密

封性好、快速、适合大批量样品。本方法可同时检测

香菇中游离态和结合态的甲醛，具有灵敏度高、选择

性好、精密度和准确度好等优点。 
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