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水产品中孔雀石绿和结晶紫残留检测技术的 

研究进展 
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摘  要: 三苯甲烷类染料孔雀石绿和结晶紫因具有抗菌等活性, 常被违法用于水产养殖业。但孔雀石绿、结晶

紫及其代谢产物隐性孔雀石绿、隐性结晶紫均具有致癌性, 所以水产品中这 4种碱性染料的残留检测是食品安

全分析的重要问题之一。本文就孔雀石绿、结晶紫及其代谢物的化学性质、危害性、使用状况、现有的前处

理方法和仪器分析方法等进行了综述。由于水产品基质复杂, 样品前处理尤为重要。基于固相萃取技术、

QuEChERS 技术的高效液相色谱法、高效液相色谱-串联质谱法等方法, 适合于水产品中孔雀石绿和结晶紫及

其代谢物的快速同时检测, 在实际检测中得到广泛应用。同位素稀释质谱法和混合模式色谱法等新型检测技术

与新型净化材料将是检测孔雀石绿和结晶紫的发展新方向。 
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Research progress of the residue determination of triphenymethane 
dyes in aquatic product 
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ABSTRACT: Triphenylmethane dyes malachite green (MG) and crystal violet (CV) have been used as 

antimicrobial, antiparasitic and antiseptic agents in aquaculture. However, MG and CV as well as their 

metabolites leucomalachite green (LMG) and leucocrystal violet (LCV) are potential mutagen and carcinogen. 

In this paper, chemical properties, harmfulness, utilization, pretreatment methods and instrument analysis 

method of MG, CV and their metabolites were reviewed. Considering the complexity of aquatic products, 

sample pretreatment was significant for improving matrix interference and increasing detection sensitivity. 

Combined with solid phase extraction technology and QuEChERS technology, high performance liquid 

chromatography method and liquid chromatography-tandem mass spectrometry method were suitable for the 

rapid determination of MG, CV and their metabolites in aquatic products. The new detection technologies, such as 

isotope dilution mass spectrometry and mixed-mode chromatography, and new materials, would be the new 

direction of the detection of MG and CV. 

KEY WORDS: aquatic product; malachite green; leucomalachite green; crystal violet; leucocrystal violet; 

analysis technology 
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1  引  言 

兽药残留是指在动物源食品中, 兽药、包括其代谢产

物和与兽药相关的杂质在动物源食品内残留的现象[1]。在

动物源食品中导致兽药残留量超标的兽药主要有抗生素

(包括 β-内酰胺类、氨基糖苷类、四环素类、大环内酯类等)、

呋喃类、磺胺类、抗寄生虫类和激素类药物等。食物中的

兽药残留不但对人类健康造成危害, 导致中毒、致癌、致

畸、致突变, 还可以造成环境的污染。同时, 还会严重影响

我国动物源产品的出口贸易, 进而影响我国在国际贸易中

的形象和地位。为保护人类健康, 美国、欧盟、中国、韩

国、日本等国家和组织都已对各种兽药在动物组织中的最

高残留限量(maximum residue limits, MRLs)制定了相应的

标准, 同时还不断对此类标准进行补充和完善。兽药残留

的检测对象包括药物原型、药物在动物体内的代谢物和与

药物所伴生的相关杂质等。 

孔雀石绿(malachite green, MG)和结晶紫(crystal violet, 

CV)是人工合成的三苯甲烷类碱性工业染料, 曾经被用作

抗菌药在水产养殖业中广泛使用, 而国内外对其残留的检

测研究日益受到关注。1990 年起, 国内外研究者陆续研究

发现 , 孔雀石绿和隐色孔雀石绿在水产品和环境中残留

时间长, 其化学官能团“三苯甲烷(triphenylmethane)”被确

认有高毒、高残留、致癌、致畸、致突变(三致)等毒副作

用, 同时, 含有孔雀石绿和结晶紫的废水排放会污染水环

境。美国、加拿大、日本、欧美等国家或组织都将其列为

水产养殖禁用药, 我国于 2002 年 5 月将孔雀石绿列为禁

用兽药。 

但由于孔雀石绿和结晶紫的抗菌效果好、价格低廉, 

对其毒副作用的宣传力度不够等原因, 在水产养殖中仍有

违规的情况, 这对人们身体健康和我国鱼类等水产品的出

口贸易产生了不良的影响[1-5]。2001年以来, 我国水产品出

口因孔雀石绿超标致使出口屡屡受阻, 2006年上海市场的

多宝鱼和香港市场的桂花鱼相继检出孔雀石绿 , 引起轰

动。因此, 鱼类等水产品中孔雀石绿和结晶紫残留检测具

有十分重要的意义。 

2  研究现状 

2.1  研究背景 

孔雀石绿(MG)化学名为四甲基代二氨基三苯甲烷 , 

别名中国绿、苯胺绿, 分子式为 C23H25ClN2, 结构式见图

1-A。MG 为具有金属光泽的绿色晶体, 易溶于水, 在工业

中用于丝绸、皮革和纸张的染色剂, 也可用作生物染色剂; 

同时 MG 具有杀菌作用。MG 可以多种形式存在, 主要以

草酸盐或盐酸盐的形式存在。结晶紫(CV)又称六甲基紫, 

分子式为 C25H30ClN3, 结构式见图 1-C。CV为暗绿色粉末

或带有青铜色光泽的片状晶体, 溶于水, 用作酸碱指示剂、

生物染色剂、工业染色剂, 具有杀菌作用。自 1936年以来, 

许多国家就将 MG和 CV作为杀虫剂和杀菌剂广泛用于水

产养殖业中, 用来杀灭体外寄生虫和鱼卵中的霉菌。在我

国曾经被用于欧洲鳗、甲鱼、河蟹、罗非鱼等病虫害防治, 

可治疗鱼类或鱼卵的寄生虫、真菌或细菌感染, 常用于受

寄生虫影响的淡水养殖中, 对海产动物具有高毒性、高残

留等不良反应。                                              

MG 和 CV 进入水生动物体内后, 迅速代谢成脂溶性

的隐色孔雀石绿[6] (leucomalachite green, LMG)和隐色结晶

紫[7](leucocrystal violet, LCV), 并在组织中蓄积, 因此在水

产品中检测到的残留物主要是隐色孔雀石绿和隐色结晶

紫。如 MG在鲫鱼体内大约 10 d能消除, 而 LMG在 30 d

时仍有 17.7 g/kg的残留[8]。CV在鳗鲡体内用药后 336 h

即检测不到, 而 LCV 用药 3 h 后即可检测到, 第 56 天时

仍有 19.5 g/kg[7]。两种代谢产物与 MG和 CV相似, 同样

含有三苯甲烷基团, 具有“三致”作用。由于脂溶性好、

动物组织中残留时间长, LMG和 LCV对人体危害更大, 检

测 MG、CV时应同时检测 LMG和 LCV, 能更准确的反应

药物残留情况。欧盟法案 2002/675 /EC 规定[9], 动物源性

食品中孔雀石绿和无色孔雀石绿残留总量限制为 2 g/kg。 

2.2  样品的提取与净化技术 

由于鱼类等水产品中基质的复杂性, 降低或消除基

质干扰等样品前处理手段是改善检测灵敏度的重要研究领 

 

图 1 孔雀石绿、隐色孔雀石绿、结晶紫和隐色结晶紫结构式 

Fig. 1  Chemical structures of malachite green, leucomalachite green, crystal violet and leucocrystal violet 
A: malachite green;  B: leucomalachite green;  C: crystal violet;  D: leucocrystal violet 
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域之一。目前, 关于样品的前处理报道[10-15]有很多。液液

萃取是一种传统的提取方法, 该方法具有操作简单的特点, 

但是有机溶剂消耗量较大、净化时针对性较差, 往往与其

他净化手段相结合。Stubbings等[16] 采用 10 mL柠檬酸缓

冲液(pH 4.0)与 50 mL乙腈均质提取鱼组织, 分离上清液, 

经氯化钠和二氯甲烷净化后减压浓缩, 乙腈-乙酸(95:5)溶

解残渣, 过强阳离子交换柱(strong cation exchanger, SCX)

净化。液液微萃取技术用于水体中痕量 MG的检测也有报

道[17]。 

固相萃取法(solid phase extraction, SPE)具有回收率和

富集倍数高、有机溶剂用量少、对环境友好、无相分离操

作、易于收集组分、能处理小体积试样、操作简单和易于

实现自动化等优点, 在农兽药残留分析中有着广泛的应用, 

多变的填料结合适当的溶液条件, 适用于不同化学性质的

农兽药提取和净化。Chen等[11]采用 3 mL磷酸氢二钠-柠檬

酸缓冲液(pH 3.0)与 25 mL乙腈处理 5 g 鮰鱼组织, 同时加

入 1 mol/L对甲苯磺酸溶液和 1 mg/mL四甲基苯二胺溶液

各 100 μL, 涡旋提取, 再加入氯化钠分离, 取乙腈层过混

合阳离子交换柱(mixed-mode cation exchanger, MCX)净化。

缓冲盐-乙腈溶剂体系与对甲苯磺酸共同作用, 促进蛋白

质变性从而释放出 LC、CV 及其代谢物, 四甲基苯二胺则

防止待测物去甲基化。邓建朝等[18]将水样中的孔雀石绿用

硼氢化钾还原为隐色孔雀石绿, 通过 MCX 固相萃取柱富

集、净化后用 0.25 mol/L乙酸铵-甲醇溶液洗脱, 供测定。 

分子印迹技术(molecular imprinted technique, MIT)是

为获得在空间结构和结合位点上某一分子完全匹配的聚合

物的实验制备技术, 是结合高分子化学、生物学等学科发

展起来的一门边缘学科。1942 年 Dickey 首次提出“分子

印迹”概念, 直到 1972 年分子印迹聚合物首次人工合成后, 

这项技术才逐渐为人们认识, 并与近十年内得到飞速发

展。分子印迹聚合物(molecular imprinted polymer, MIP)可

在分子水平上对物质进行选择性识别, 类似于酶和底物、

抗体和抗原的关系, 对特定分子具有特异的选择性, 且具

有生物活性物质无法比拟的稳定性, 对加热、有机溶剂及

强酸强碱等稳定等优点。分子印迹固相萃取(molecularly 

imprinted solid phase extraction, MISPE)已成为固相萃取研

究的热点之一。Lian等[19]采用孔雀石绿作为模板分子、甲

基丙烯酸为功能单体、二甲基丙烯酸乙二醇酯为交联单体, 

合成分子印迹聚合物, 反应物加入 2,2-偶氮异丁腈后放入

液氮中使之固化。生成的聚合物粉碎过筛取, 用丙酮洗净, 

以 5%乙酸的甲醇溶液洗脱去除净聚合物中的孔雀石绿分

子, 甲醇清洗后于室温真空干燥, 即可装填制成 SPE 柱。

使用前依次用水和甲醇预洗, 上样后甲醇-水(70 : 30)淋洗, 

5%乙酸甲醇溶液洗脱。实验分析了海水和海产品中的孔雀

石绿。Li等[20]采用同样的材料合成了孔雀石绿分子印迹聚

合物, 分析了自来水、鱼塘水和观赏鱼池水中的孔雀石绿, 

隐色孔雀石绿和结晶紫成分。分子印迹固相萃取极大提高

了固相萃取的选择性, 简化了样品前处理, 但该技术仍不

很完善, 如其容量不够大、富集倍数不够高; 识别能力受

上样溶剂的影响较大, 在水溶液中选择性较差; 结合位点

的非均一性和低的传质效率阻碍萃取效率和选择性的提高; 

分子印迹萃取剂的种类有限, 好多体系研究的是标准溶液

等[21], 该技术在实际应用中受到限制。 

QuEChERS是“快速(quick)、简单(easy)、廉价(cheep)、

高效(effective)、耐受(rugged)、安全(safe)”这几组词的首字

母组合。QuEChERS技术是一种兼具上述特性且已被普遍

认同的一种样品前处理技术。QuEChERS技术目前常用于

疏水性农药残留检测以及兽药残留检测的前处理制    

备[22-25]。QuEChERS方法可简单归纳为 4 步: ①单一的乙

腈缓冲液浸提样品; ②加入 MgSO4等盐类除水, 乙腈层分

离; ③加入乙二胺-N-丙基硅烷(primary secondary amine, 

PSA)等吸附剂除杂; ④分离上清液进行气相色谱(GC)、气

质联用(GC-MS)、液相色谱(LC)和液质联用(LC-MS)检测分

析。Zhu等[26]对比发现, 使用经典 QuEChERS提取孔雀石

绿、结晶紫及其代谢物时, 以常规的 C18和 C18混合 PSA

作吸附剂条件下 , 4 种待测物的回收率范围分别为

73.6%~87.7%和 40.6%~83.7, C18对待测物仍存在吸附现。

针对这一现象, 研制出一种新型的 C18 强阴离子交换材料

作为 QuEChERS法的吸附, MG与 CV的回收率由 86.8%和

84.8%提升至 101.4% 和 102.2%, LMG与 LCV回收率也略

有提高。鱼组织中四种化合物的回收率范围为

88.6%~110.6%。 

免疫亲和色谱(immunoaffinity chromatography, IAC)

是利用生物体内存在的抗原、抗体之间高度特异性的亲和

力进行分离的方法, 可从复杂的样品中提取目标化合物。

Xie等[27]采用乙腈-乙酸铵缓冲液提取鱼组织中的 MG、CV

及其代谢物, 在二氯二苯基苯醌的氧化作用下 LMG 和

LCV 转化成有色的 MG 和 CV, 加入磷酸盐缓冲液稀释后, 

过免疫亲和固相萃取柱净化。SPE柱依次用水和乙腈淋洗, 

氯化铵溶液(0.1 mol/L, pH 4.5)洗脱。该方法在鱼组织中

0.5~10.0 ng/g 添加水平的回收率为 71.6%~96.8%, 相对标

准偏差(relative standard deviation, RSD)为 5.1%~12.3%。 

现行 MG与 CV检测的相关标准, 多是液液萃取与固

相萃取相结合, 通常采用盐酸羟胺和对-甲苯磺酸辅助、乙

腈-乙酸铵缓冲液提取, 二氯甲烷萃取, 酸性氧化铝小柱或

中性氧化铝小柱净化[28-31]。对于加工水产品, 为提高净化

效果, 中性氧化铝小柱与阳离子交换柱串接使用[29]。也有

标准采用试剂盒法提取, 商品化的提取剂使提取过程变得

更加简单、快速、易于操作[32]。 

2.3  仪器分析方法的进展 

水产品中 MG、CV、LMG和 LCV等染料分析的方法

多种多样, 按照分离检测的原理, 大致可以分为理化分析

方法和生物化学方法, 这两大类方法又包含了许多具体的
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分析方法[33]。 

Xu 等[34]采用直接竞争酶联免疫法(direct competitive 

enzyme-linked immunosorbent assay, dc-ELISA)测定水产品

中的 MG、CVL、LMG 和 LCV4 种化合物 在 0.15~0.45 

ng/mL 范围内线性关系良好, 在鱼肉组织中的检出限均为

0.37 μg/kg, 0.5 μg/kg和 2.0 μg/kg水平的平均回收率分别为

74.6%和 87.5%。Shen 等[35]采用间接竞争酶联免疫吸附法

(indirect competitive enzyme-linked immunosorbent assay, 
ic-ELISA)测定鱼肉中的亮绿、孔雀石绿和结晶紫, 线性范

围为 1.83~200.00 ng/mL, 平均回收率为 74.9%~110.4%。酶

联免疫吸附法等生物学方法需要对样品进行衍生修饰等步

骤, 过程较为繁琐。因此, 理化分析方法占分析方法的绝大

多数。目前, 电化学法[36]、电化学发光法[37]、毛细管电泳

法[38]均有报道用于鱼类等水产品中染料的检测, 但针对多

残留检测, 应用最广泛、最有效的分析方法还是高效液相

色谱法 [16,17,26,28-31,39-42]以及高效液相色谱 -串联质谱法

(HPLC-MS)[11,18,26,29,30,32,43-45]。 

MG与 CV的 HPLC法检测都采用紫外检测器或荧光

检测器, 这取决于 MG 与 CV 的形态。有的方法是使用氧

化剂将提取液中的 LMG和 LCV氧化成有紫外吸收的 MG

和 CV[27], 或柱后加 PbO2 氧化
[29-31], 紫外检测器 618 

nm(MG)、588 nm (CV)检测, 或单波长 588 nm检测。实验

研究显示, 柱后 PbO2氧化效率大于 99.3%, 几乎不会影响

LMG的测定[40]。此类方法 MG、CV、LMG、LCV检测限

(limit of detection, LOD)一般为 2 μg/kg, 最低可分别达

0.15、0.1、0.18和 0.14 μg/kg[27]。有的方法在提取过程中

将 MG 和 CV 用还原剂硼氢化钾还原为具有荧光的 LMG

和 LCV, 荧光检测器检测 , 激发波长 265 nm, 发射波    

长 360 nm[18,28,41-46], 其 MG 向 LMG 转化率可达 99%以   

上[42,46]。此类方法 LOD通常为 0.5 μg/kg。 

高效液相色谱法-串联质谱法灵敏度高、专属性强, 常

用于 MG、CV及其代谢物的液相色谱法、酶联免疫法的确

证方法。 

3  展   望 

为应对现代分离分析越来越严苛的要求, 人们对于

HPLC 自身的研究与改进也从未间断, 其中发展色谱分离

材料是分离科学研究的重要课题之一。其中混合模式色谱

(mixed-mode chromatography, MMC)所代表的混合模式材

料在对复杂样品进行分离选择时, 表现了出较强的优势。

MMC 是一类同时应用多种作用力使溶质在固定相上进行

保留和分离的色谱模式, 其最突出的特点就是在一次分离

检测过程中, 具有两种或两者以上的分离机制同时作用, 

同时可以依据样品的多个特性进行分离, 因而样品的分离

选择性可以显著提高[47,48]。MMC类型有多种多样, 其中在

固定相上键合上不同功能基团的色谱材料具有较好的分离

效果和重复性, 将几种正交性较好的色谱模式进行混合, 

目前主要有如下几种混合色谱模式 :  反相和离子交     

换(reversed-phase liquid chromatography/ion-exchange 

chromatography, RPLC/IEC)、亲水和离子交换(hydrophilic 

interaction chromatography/ion-exchange chromatography, 
HILIC/IEC)、反相和亲水(reversed-phase liquid chromate- 

graphy/ hydrophilic interaction chromatography, RPLC/HILIC) 

混合模式[47,48]。 

随着国内外水产品中 MG、CV、LMG和 LCV等碱性

染料检测研究工作的发展, QuEChERS 等样品前处理技术

日益受到关注, 同位素稀释质谱法测定孔雀石绿工业碱性

染料等新技术也引起了重视[49], 混合模式色谱在碱性染料

检测中的应用也成为一个新的研究方向 [48]。新型

QuEChERS样品前处理材料及混合模式色谱分离材料在实

际样品检测中有待于推广。 
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