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水产品中孔雀石绿残留检测方法的优化

吴蓓琦，刘　畅，李　萍，朱晓华，杨洪生
（江苏省水产质量检测中心，江苏南京２１００１７）

　　摘要：通过优化提取方式、提取溶液、浓缩条件、检测条件等，建立高效液相色谱荧光法测定水产品中孔雀石绿及
其代谢物残留量的方法。样品经硼氢化钾溶液、乙腈提取，二氯甲烷萃取，用４５℃氮气吹干，丙基磺酸阳离子（ＰＲＳ）
固相萃取柱净化，采用 ＡｇｉｌｅｎｔＸＤＢＣ１８色谱柱（１．８μｍ），以乙腈 －乙酸铵缓冲液（０．１２５ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值４．５，体积比

８０∶２０）为流动相，用超高效液相色谱荧光检测器进行检测。方法的检测限为０．２μｇ／ｋｇ，定量限为０．５μｇ／ｋｇ，４个加
标水平（１．０、２．５、５．０、１０．０μｇ／ｋｇ）的回收率为８６．４％～９５．３％（ｎ＝６），相对标准偏差为２．８％～５．６％。该方法简便
快捷、准确度高，易于推广应用，能满足水产品中孔雀石绿及其代谢物残留的检测要求。
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　　孔雀石绿（ｍａｌａｃｈｉｔｅｇｒｅｅｎ，ＭＧ）是一种三苯甲烷类染料，
它在生物体内快速代谢为无色孔雀石绿（ｌｅｕｃｏ－ｍａｌａｃｈｉｔｅ
ｇｒｅｅｎ，ＬＭＧ），具有致癌、致畸、致突变等毒性［１－２］，因此美国、

欧盟等禁止将孔雀石绿用于食品用水产动物的养殖，我国也

在２００２年将其列入《食品动物禁用的兽药及其化合物清
单》。但是，由于孔雀石绿对鱼类水霉病等疾病具有特效，且

价格低廉，目前在鱼苗繁育、长途运输等过程中非法使用的问

题屡有发生［３］。

目前，水产品中孔雀石绿及其代谢物残留量的检测方法

主要有高效液相色谱法、液质联用法、酶联免疫法等［４－７］。目

前农业部开展全国水产品产地监督抽检、城市例行监测等任

务时，以 ＧＢ／Ｔ２０３６１—２００６《水产品中孔雀石绿和结晶紫残
留量的测定　高效液相色谱荧光检测法》［８］作为水产品中孔
雀石绿的定量检测方法，但该方法前处理过程繁琐、操作步骤

多。本试验通过对ＧＢ／Ｔ２０３６１—２００６《水产品中孔雀石绿和
结晶紫残留量的测定　高效液相色谱荧光检测法》前处理过
程进行优化与改进，主要包括提取方式、提取溶液、浓缩条件

等因素，以期建立１种前处理简单快捷、结果准确度高并且稳
定的孔雀石绿及其代谢物残留的测定方法。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂

Ａｇｉｌｅｎｔ１２００超高效液相色谱仪，配荧光检测器；
ＴｕｒｂｏＶａｐＬＶ浓缩工作站。

孔雀石绿、无色孔雀石绿，购自德国 Ｄｒ．Ｅｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒ公
司，纯度＞９９％；乙腈、二氯甲烷，色谱纯，购自美国 ＴＥＤＩＡ公
司；其余试剂均为分析纯。丙基磺酸阳离子固相萃取柱

（ＰＲＳ，５００ｍｇ／３ｍＬ），购自美国Ａｇｉｌｅｎｔ公司。
提取液：称取０．５４ｇ硼氢化钾，加入２５ｍＬ水溶解，再加

入７５ｍＬ乙腈混匀。
洗脱液：称取１．５４ｇ无水乙酸铵，溶解于２００ｍＬ水中，

用浓氨水（２５％～２８％）将ｐＨ值调至１０．０，再与乙腈按体积
比１∶１进行混合。
１．２　试验方法
１．２．１　样品前处理　称取５．００ｇ样品，加入１５ｍＬ提取液，
涡旋２ｍｉｎ，４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，将上清液转移至１２５ｍＬ
分液漏斗中；在离心管中加入 １０ｍＬ乙腈，涡旋 ２ｍｉｎ，
８０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，合并上清液于分液漏斗中。在分液
漏斗中加入３０ｍＬ二氯甲烷，剧烈振摇２ｍｉｎ，静置分层１ｈ，
将下层溶液转移至５０ｍＬ浓缩管中。用４５℃氮气吹至０．５～
１．０ｍＬ，加入５ｍＬ乙腈溶解残渣。ＰＲＳ柱用５ｍＬ乙腈活化，
转移提取液到柱上，再分别用３ｍＬ乙腈润洗浓缩管２次，依
次过柱。最后将ＰＲＳ柱吹至近干，加入３ｍＬ洗脱液，收集洗
脱液并定容至３ｍＬ，供液相色谱测定。
１．２．２　色谱条件　色谱柱为ＡｇｉｌｅｎｔＸＤＢ－Ｃ１８柱，４．６ｍｍ×
５０ｍｍ（内径），粒度１．８μｍ；柱温为３５℃，进样体积为５μＬ；
流动相为乙腈－乙酸铵缓冲液（０．１２５ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值４．５，体积
比８０∶２０），流速为０．１５ｍＬ／ｍｉｎ；检测器为荧光检测器，激发
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波长为２６５ｎｍ，发射波长为３６０ｎｍ。

２　结果与分析

２．１　样品提取方式优化
ＧＢ／Ｔ２０３６１—２００６《水产品中孔雀石绿和结晶紫残留量

的测定　高效液相色谱荧光检测法》的基本原理是通过乙酸
铵乙腈溶液提取，用硼氢化钾将提取液中的孔雀石绿还原成

无色孔雀石绿，采用荧光检测器进行检测。本方法中需要加

入盐酸羟胺溶液、乙酸铵缓冲液、乙腈等多种试剂，同时需要

对样品进行 ４次提取，提取过程繁琐。本方法采用硼氢化
钾－乙腈混合溶液进行提取，直接在样品涡旋过程中将孔雀
石绿还原成无色孔雀石绿，避免在提取溶液中加入硼氢化钾

溶液，减少操作步骤；同时，硼氢化钾作为强还原剂，能有效替

代ＧＢ／Ｔ２０３６１—２００６《水产品中孔雀石绿和结晶紫残留量的
测定　高效液相色谱荧光检测法》中盐酸羟胺的作用，避免
无色孔雀石绿被氧化。通过２次提取的比较发现，本方法既
具有操作过程简单、节约时间等优点（表１），又能保证结果的
准确性、重复性（表２）。

表１　提取过程中本方法与ＧＢ／Ｔ２０３６１—２００６《水产品中孔雀石绿和结晶紫残留量的测定　高效液相色谱荧光检测法》的比较

方法 提取所需试剂种类
提取次数

（次）

耗费试剂总量

（ｍＬ）
耗费时间

（以８个样品同时处理计）（ｈ）

本方法 乙腈、硼氢化钾、二氯甲烷 ２ ５５ １．５～２．０

ＧＢ／Ｔ２０３６１—２００６ 乙腈、酸性氧化铝、盐酸羟胺、对甲苯磺酸、乙酸铵、硼

氢化钾、冰乙酸、二甘醇、二氯甲烷

４ １１１ ４．０～５．０

　　注：提取过程是从样品称取到二氯甲烷萃取静置前为止。

表２　空白样品中孔雀石绿的加标回收率和精密度（ｎ＝６）

样品
加标水平

（μｇ／ｋｇ）
平均回收率

（％）
ＲＳＤ
（％）

鲤鱼 １．０ ９２．９ ２．９
２．５ ８８．１ ３．２
５．０ ９５．３ ３．３
１０．０ ８９．８ ５．６

南美白对虾 １．０ ９２．３ ４．４
２．５ ８９．５ ３．７
５．０ ９３．１ ３．６
１０．０ ９１．３ ３．８

中华绒螯蟹 １．０ ８７．０ ３．０
２．５ ８９．４ ２．８
５．０ ９１．０ ４．０
１０．０ ８６．４ ２．７

２．２　硼氢化钾用量的确定
在实际样品前处理过程中，水相与有机相的比例影响二

者的分层效果，比例不当会导致２相倒置、２层界面模糊、乳
化等现象。通过考察硼氢化钾溶液与乙腈不同的体积比例，

结果表明：当硼氢化钾溶液与乙腈的体积比为１∶２或更高
时，对于鳗鲡、中华绒螯蟹等脂肪含量较高的样品，加入二氯

甲烷并剧烈振摇后较易乳化。当硼氢化钾溶液与乙腈的体积

比为１∶３或更低时，剧烈振摇后也不会乳化，有机相与水相
分层明显，有利于下一步的浓缩与净化。但是试验中水相的

存在有助于去除样品中水溶性杂质，因此水相的比例也不能

过低。经综合考虑，本试验选择硼氢化钾溶液与乙腈的体积

比为１∶３。
硼氢化钾在本方法及 ＧＢ／Ｔ２０３６１—２００６《水产品中孔雀

石绿和结晶紫残留量的测定　高效液相色谱荧光检测法》中
的作用均是将样品中的孔雀石绿还原成无色孔雀石绿，硼氢化

钾的用量直接关系到孔雀石绿的还原效果。为了确定硼氢化

钾浓度对孔雀石绿的还原效果，在空白基质中添加１０μｇ／ｋｇ
孔雀石绿，分别加入硼氢化钾浓度为０．２、０．３、０．４、０．５ｍｏｌ／Ｌ
的提取液，按“１．２”“１．３”节中相应方法进行前处理与检测。
在前处理过程中样品经涡旋后，原本呈肉红色的样品颜色逐渐

变浅，直至变成灰白色。同时测定结果表明，样品中孔雀石绿

的回收率无显著差异，均在９０％左右。考虑到水产品基质的
多样性以及孔雀石绿残留水平的不同，本试验选择硼氢化钾溶

液浓度为０．４ｍｏｌ／Ｌ，以保证孔雀石绿的还原效果。
２．３　浓缩条件的优化

本试验应用 ＴｕｒｂｏＶａｐＬＶ浓缩工作站进行浓缩，其主要
原理是在一定的温度下利用氮气吹扫进行浓缩，相对于传统

的旋转蒸发而言，具有溶剂挥发平稳、能同时浓缩２４个样品、
浓缩效率高等特点。本试验在６．９×１０４Ｐａ氮气压力下，浓缩
管中溶剂不会剧烈翻腾，同时又保证了一定的溶剂挥发速度。

同时，本试验对浓缩温度进行了优化，考察了３５、４０、４５、５０、
５５℃ 条件下浓缩时间及结果的准确性。结果表明，在４５℃
的浓缩温度下，浓缩时间约为４０ｍｉｎ，回收率约为９０％。５０、
５５℃条件下浓缩时间较短，约为３０ｍｉｎ，但样品回收率较低，
均在８０％以下，有的甚至低于７０％，结果不稳定。这可能是
由于在较高的温度下，溶剂挥发速率过快，将目标物质连同溶

剂一起带出，造成回收率降低。在３５、４０℃条件下，浓缩时间
较长，均超过１ｈ，但回收率与４５℃无显著差异。因此采用氮
气压力６．９×１０４Ｐａ、浓缩温度４５℃作为本方法的浓缩条件。
２．４　固相萃取小柱的选择

ＧＢ／Ｔ２０３６１—２００６《水产品中孔雀石绿和结晶紫残留量
的测定　高效液相色谱荧光检测法》中将酸性氧化铝柱与
ＰＲＳ柱进行串联，待样液流完后，弃去酸性氧化铝柱，再进行
洗脱，而本试验只采用ＰＲＳ柱进行净化，结果显示：色谱图中
杂峰干扰小，目标峰与杂峰完全分离，且峰形尖锐对称（图１
至图４）；此外只选用ＰＲＳ柱，有利于降低检测成本。
２．５　仪器方法的选择

笔者所在研究团队曾建立了普通高效液相色谱荧光法测

定水产品中孔雀石绿残留的方法［９］，其分析时间为１５ｍｉｎ，而
本试验建立的超高效液相色谱法分析用时为８ｍｉｎ，分析时间
大大缩短。同时本试验采用１．８μｍ小颗粒填料进行超高效
液相色谱分析，结果表明：孔雀石绿在ＡｇｉｌｅｎｔＸＤＢＣ１８色谱柱
拥有理想的分离效果（图１至图４）。此外，本方法完成１次
样品分析消耗的流动相仅为１．２ｍＬ（流速为０．１５ｍＬ／ｍｉｎ），
而普通液相色谱方法［９］消耗的流动相为 １５ｍＬ（流速为
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１ｍＬ／ｍｉｎ），可见采用超高效液相色谱方法可以在很大程度
上减少分析时间、节省溶剂消耗，这既降低了分析成本，又减

少了废液的排放，具有重要的环保意义。

２．６　线性范围、检出限及定量限
采用逐级稀释的方式，并加入０．４ｍＬ０．０３ｍｏｌ／Ｌ硼氢化

钾溶液，配制成质量浓度分别为 １．００、２．００、５．００、１０．００、
５０．００、１００．００、５００．００μｇ／Ｌ的孔雀石绿标准工作液，按质量
浓度从低到高的顺序进样。以峰面积（Ａ）为纵坐标、质量浓
度（Ｃ）为横坐标绘制标准工作曲线，结果表明：孔雀石绿在
１～５００μｇ／Ｌ范围内具有良好的线性关系，ｒ＞０．９９９。

检出限（ＬＯＤ）采用向空白、样品中逐级降低孔雀石绿加
标浓度的方法来确定，以≥３倍信噪比（Ｓ／Ｎ≥３）对应的目标
物浓度为检出限，以 Ｓ／Ｎ≥１０对应的浓度为定量限（ＬＯＱ）。
结果 表 明：该 方 法 的 检 出 限 为 ０．２μｇ／ｋｇ，定 量 限
为０．５μｇ／ｋｇ。
２．７　准确度与精密度

在空白、鲤鱼、对虾、中华绒螯蟹样品中加入孔雀石绿标准

溶液，加标水平分别为１．０、２．５、５．０、１０．０μｇ／ｋｇ，加标３０ｍｉｎ
后按“１．２”“１．３”节的相应方法进行测定，每个水平测定６次，
计算平均回收率、相对标准偏差。结果表明：孔雀石绿的加标

回收率为８６．４％～９５．３％，在各个加标水平下加标回收率比较
稳定，相对标准偏差（ＲＳＤ）为２．８％～５．６％，能满足水产品中
孔雀石绿及其代谢物残留的检测要求（表２、图１至图４）。

３　结论

本方法通过对ＧＢ／Ｔ２０３６１—２００６《水产品中孔雀石绿和
结晶紫残留量的测定　高效液相色谱荧光检测法》的提取方
式、提取溶液、浓缩条件等前处理过程的优化，建立了水产品

中孔雀石绿及其代谢物的高效液相色谱－荧光检测法。试验

结果表明：该方法具有前处理步骤简单快捷，结果准确性高、

稳定性好等优点，适用于水产品中孔雀石绿残留的检测。
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