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免疫胶体金快速检测水产品中孔雀石绿残留的 
质量分析和评价 
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(1. 中国水产科学研究院 质量与标准研究中心 北京  100141;  

2. 黄海水产研究所 国家水产品质量监督检验中心 青岛  266071) 

摘  要: 目的  为推动免疫胶体金类现场快速检测技术在水产品药物残留监管领域中的应用。方法  本研究采

用一套“盲样式”免疫胶体金类快速检测产品质量评价方法, 对 10 种市售的用于检测水产品中孔雀石绿残留

的国产胶体金快速检测产品的假阳性率、假阴性率、检出率及稳定性等指标进行验证。结果  结果显示, 有 3

种产品能 100%准确检测出 84个鱼糜样品中是否残留孔雀石绿, 且 2个不同批次产品的检测结果一致; 另外 7

种产品检出假阳性或假阴性样品, 且 2个不同批次间产品的稳定性有差异。结论  将此类产品应用于水产品质

量安全监管之前, 有必要对其最低检出限、假阳性率、假阴性率、稳定性等参数进行验证, 以确保检测结果的

科学性和公正性。 
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Evaluation of qualities of colloidal gold rapid detection kits for malachite 
green in seafood 

LIU Huan1*, GUO Meng-Meng2, LI Jin-Cheng1, WU Li-Dong1, XU Yu-Yan1, LI Qiang1, MA Bing1 
(1. Quality and Standards Research Center, Chinese Academy of Fishery Sciences, Beijing 100141, China; 2. National 

Aquatic Products Quality Supervision and Inspection Center, Qingdao 266071, China) 

ABSTRACT: Objective  To promote the application of colloidal gold rapid detection kits in sea food 

residual regulation. Methods  Ten kinds of rapid detection products which were used to detect the residue of 

malachite green were tested and evaluated by a kind of blind sample testing method, which included false 

positive rate (FPR), false negative rate (FNR), and the lowest detectable limit (LDL). Results  The results 

showed that only 3 kinds of product could detect the malachite green residues in 84 fish samples exactly, and 

there was no difference between the 2 results using different batch of products. The other products detected the 

false positive/ negative samples, there were different stability in FPR/ FNR of these products when using 2 

batches of products. Conculusion  The results suggest that it is necessary to evaluate the LDL, FPR and FNR 

to ensure the impartiality of the test results before application. 
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1  引  言 

孔雀石绿是一种合成的三芳基甲烷工业染料 , 

因其具有较强的杀菌、杀虫作用, 特别是对抑制真

菌、霉菌效果好, 1936年以来在水产养殖业中被用于

消毒, 主要用于杀灭霉菌和鱼体外的寄生虫等。孔雀

石绿在生物体内被迅速转化成无色孔雀石绿, 无色

孔雀石绿与蛋白质紧密结合而具有较长的消除半衰

期, 且半衰期随生物种类和环境条件变化而不同[1]。

从 20世纪 90年代开始, 国内外学者陆续发布的研究

结果指出孔雀石绿在鱼体内和环境中残留时间长 , 

具有潜在的致癌、致畸和致突变等危险, 因此, 被许

多国家和地区列为水产养殖禁用药物。如加拿大于

1992 年禁止将其作为渔场杀菌剂, 规定在食用水产

品中禁止检出; 欧盟于 2002 年 6 月颁布法令禁止在

渔场中使用孔雀石绿; 我国农业部在 2002年 12月第

235号公告《动物性食品中兽药最高残留限量》中规

定孔雀石绿为禁用药物, 在动物性食品中不得检出
[2-5]。2005 年 6 月, 英国超市从其出售的来自中国的

养殖鳜鱼体内检出孔雀石绿, 随后, 日本、欧盟、中

国香港等国家和地区也纷纷从我国出口的鳗鱼中检

出孔雀石绿药物残留, 导致我国的鳗鱼出口大幅度

下降, 水产品中的孔雀石绿残留问题对我国渔业产

业的发展带来巨大的经济损失[1]。近年来, 水产品中

孔雀石绿残留问题一直是我国水产品质量安全监管

的重点, 在农业部近年印发的农产品质量安全专项

整治方案中均将水产品中孔雀石绿残留问题作为专

项整治重点[6,7]。然而, 从国家相关部委近年公布的水

产品质量安全监测结果中发现, 在生产过程中仍存

在违规添加孔雀石绿致使个别品种中检测出孔雀石

绿[8]。“小而散”是我国的水产养殖生产经营的主要

特点, 水产品质量安全监管部门要面对以家庭为单

位的千家万户式监管对象, 水产品加工业同样面对

来自数以千计甚至万计的养殖户生产的水产品作为

加工原料, 因此, 面对庞大的监管和质量控制对象, 

具有检测速度快、结果准且操作步骤简单等特点的现

场快速检测产品将成为行业监管以及企业生产控制

的有效工具[9]。 

基 于 胶 体 金 免 疫 层 析 技 术 (gold immuno 

chromatographic assay, GICA)开发出的商品化兽药残

留快速诊断试纸条/卡(简称“胶体金试纸条/卡”)具

有便于携带、可直接在生产或销售现场出具检测结

果、且可肉眼判断等特点, 较为满足行业主管部门以

及大型企业开展兽药残留监控管理的工作需要[10-19]。

目前, 国外已有相当成熟的商品化试纸条, 如美国的

Chram Science Inc.公司研发的一系列用于检测牛奶

中各种抗生素的免疫纸层析胶体金试纸条 ROSA 系

列[20]。在国内商品化的免疫胶体金试纸条/卡的研发

与生产发展迅猛, 已有多家专注于研发和生产食品

安全快速检测产品的企业, 国产的部分商品化试纸

条产品已广泛用于牛奶中三聚氰胺、畜牧产品中莱克

多巴胺、蜂蜜产品中四环素、磺胺等药物残留的检测。

在应用快速检测产品检测水产品中禁用药物残留方

面, 目前商品化的免疫胶体金试纸条/卡产品主要有

用于检测水产品中氯霉素、硝基呋喃类代谢物和孔雀

石绿残留, 但此类快速检测产品在实际生产和监管

中应用并不广泛, 产品质量不稳定是限制其广泛应

用的原因之一[21,22]。本课题组曾建立了一套“盲样式”

免疫胶体金类快速检测产品质量评价方法, 并用此

方法对水产品中氯霉素和硝基呋喃类代谢物的免疫

胶体金类快速检测产品进行质量分析和评价, 发现

验证的快速检测产品存在技术成熟度不足、质量参差

不齐问题[9,23]。为进一步推动该类产品在水产品药物

残留监管领域的应用, 本研究继续对商品化程度较

高的孔雀石绿快速检测产品的质量进行分析和评价, 

选取 10 种市售的可用于现场检测水产品中孔雀石绿

残留的国产免疫胶体金快速检测产品(简称“孔雀石

绿快检产品”), 通过实验验证其假阳性率、假阴性

率、实际样品检出率等技术指标, 以期客观地分析和

评价当前国内市场上此类产品的质量状况, 为从事

水产品中药物残留监管的工作人员、水产品养殖和加

工企业或个人应用此类产品提供参考。 

2  材料和方法 

2.1  实验材料 

实验用 10种孔雀石绿快检产品分别从各自生产

企业的库房中随机抽取, 为避免影响公司的经营情

况, 本文将用 1至 10号产品分别表示 10种孔雀石绿
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快检产品。每种产品抽取 2个不同批号的样品, 每个

批号抽样数量为 45个, 每种产品共抽样 90个, 密封

包装; 本次实验用的 10 种孔雀石绿快检产品检测的

是水产品中孔雀石绿和隐性孔雀石绿总量。实验用阴

性鲤鱼(青岛市平度尹府水库, 于 30 min内用冰储运

至实验室)。 

2.2  试剂与设备 

有色孔雀石绿、隐色孔雀石绿、有色结晶紫、隐

色结晶紫及其同位素内标标准品(纯度≥95%, Sigma);

乙腈、甲醇均为色谱纯(Thermo Fisher), 二氯甲烷、

无水乙酸铵、冰乙酸等试剂均为分析纯(上海国药集

团)。 

液相色谱-串联质谱仪(美国 Thermo Finnigan 

TSQ Quantum Access)、AB265-S型电子分析天平(瑞

士 Mettler toledo公司)、H-2050R型离心机(湖南湘仪

集团)、T-18 型均质机(德国 IKA)、N-EVAP 24 型氮

吹仪(美国 Organomation公司)。 

2.3  试验方法 

2.3.1  空白基质样品制备 

鱼, 去鳞、去皮, 沿脊背取肌肉。样品均质混匀, 

18 ℃以下冷冻保存备用。采用GB/T 19857-2005《水

产品中孔雀石绿和结晶紫残留量的测定》方法测   

定[24], 制备的鲤鱼基质中均不含孔雀石绿、隐性孔雀

石绿、结晶紫及隐性结晶紫残留。称取空白基质样品

400个, 编号后置于18 ℃冰箱中保存。 

2.3.2  加标样品制备 

依照各产品说明书中标识的称样量, 准确称取

空白鲤鱼基质 400个, 并向其中添加隐色孔雀石绿标

准品, 添加水平为各产品说明书中标识的检测限浓

度, 不同添加水平的加标样品数量分别为: 0.5 μg/kg

的加标样品 80个、1.5 μg/kg的的加标样品 40个、2.0 

μg/kg的加标样品 280个。各产品标识的称样量及检

测限详见表 1, 编号后置于18 ℃冰箱中保存。 

2.3.3  实际阳性样品制备 

采用本实验室留存的鳜鱼阳性样品作为实际阳

性样品, 采用 GB/T 19857-2005方法测定[24], 鳜鱼阳

性样品隐色孔雀石绿含量约为 5.00 μg/kg。依照各产

品说明书中标识的称样量, 准确称取鳜鱼阳性样品

50个, 编号后置于18 ℃冰箱中保存, 备用。 

2.3.4  内标标准工作液的制备 

准确称取适量孔雀石绿、隐色孔雀石绿、结晶紫、 

表 1  10 种孔雀石绿快检产品标识检出限及称样量 
Table 1  The lowest detection limit and sample weight of 

10 kinds of rapid detection products 

产品 检出限/μg/kg 称样量/g 

1号 2.0 1.0 

2号 0.5 5.0 

3号 2.0 5.0 

4号 2.0 3.0 

5号 2.0 5.0 

6号 0.5 5.0 

7号 2.0 3.0 

8号 2.0 3.0 

9号 2.0 5.0 

10号 1.5 5.0 

 
隐色结晶紫、同位素内标氘代孔雀石绿、同位素内标

氘代隐色孔雀石绿等标准品, 用乙腈分别配成 100 

μg /mL的标准储备液, 18 ℃避光保存。分别准确吸

取孔雀石绿、隐色孔雀石绿、结晶紫、隐色结晶紫标

准储备液至 100 mL 容量瓶中, 用乙腈稀释至刻度, 

制备成 1.0 μg/mL的标准使用液, 然后将标准使用液

稀释配制成相应浓度的标准工作溶液。用乙腈稀释同

位素内标溶液, 将其配制为 1 μg/mL 的内标标准工  

作液。 

2.3.5  孔雀石绿快检产品的评判 

实验方法参照刘欢等 [9,23]并略作修改, 具体为: 

检测人员使用 2 个批号的孔雀石绿快检产品现场检

测 84 个鱼糜样品(每个批号产品检测 42 个样品, 包

含 20 个空白、20 个加标阳性和 2 个实际阳性样品)

中孔雀石绿的残留水平, 判读人员现场依据各孔雀

石绿快检产品说明书中描述的“结果判读原则”, 肉

眼判断检测结果, 并统计、计算该产品的假阳性率、

假阴性率、检出率等指标。鱼糜样品由本实验室技术

人员在现场验证实验前 24 h 进行制备和编号, 加标

阳性样品中隐色孔雀石绿的添加水平均为各产品标

识的最低检出限。参与鱼糜样品制备和编号的工作人

员均不参与结果判读。 

(1) 现场检测人员和判读人员筛选和培训 

现场检测人员由各产品生产企业选派的技术人

员担任, 均十分熟悉各自产品的检测实验操作方法; 

检测结果判读人员由 5 名从事水产品质量安全监管
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或检测技术研究和开发的志愿者组成, 对现场检测

人员和判读人员的筛选和培训参照刘欢等[23]方法。

经培训后, 他们在检测结果读取准确性检验中正确

率均达到 100%。 

(2)  结果判读、统计和计算 

检测结果分阴性、阳性和无效 3种, 判读人员依

照各孔雀石绿快检产品说明书中描述的“结果判读原

则”观察检测结果, 并进行结果读取和记录。每个样

品的最终检测结果以 3/5 以上判读人员读取结果计, 

具体为: 当 3个以上判读人员对样品的判读结果为阴

性, 则该样品的最终检测结果为阴性; 当 3个以上判

读人员对样品的判读结果为阳性, 则该样品的最终

检测结果为阳性; 当 2个判读人员对样品的判读结果

为阳性、2 个判读人员对样品的判读结果为阴性、1

个判读人员对样品的判读结果为无效、则该样品的最

终检测结果为无效。根据最终结果计算各孔雀石绿快

检产品的假阳性率、假阴性率和检出率。 

假阴性率=假阴性样品检出数量/样品数量×100% 

假阳性率=假阳性样品检出数量/样品数量×100% 

检出率=阳性样品检出数量/阳性样品数量×100% 

3  结果与分析 

3.1  假阳性率 

2 个不同批号的 10 种孔雀石绿快检产品检测空

白鱼糜样品的实验结果详见表 2。实验结果显示: 2

个不同批号的 1、3、4、5、6 号产品假阳性率均为

0, 说明该产品均能准确地检测孔雀石绿阴性样品, 

且产品稳定性较好、无批间差异; 2号产品 2个批次

的假阳性率均为 5%; 7号和 8号产品至少有 1个批次

产品检测孔雀石绿残留量的假阳性率大于 10%, 且 2

个批次的检测结果均有差异, 说明上述产品检测孔

雀石绿阴性样品仍存在批间差异; 9号和 10号产品的

假阳性率较高, 尤其是 9号产品, 该产品批次 1的假

阳性率为 75%, 批次 2 为 0, 说明上述产品检测孔雀

石绿阴性样品的准确性较差, 且 2个批次产品的检测

结果稳定性较差。 

3.2  假阴性率  

2 个不同批号的 10 种孔雀石绿快检产品检测加

标鱼糜样品的实验结果详见表 3, 各产品加标浓度分

别为该产品商标标识检出限。实验结果显示: 2 个不

同批号的 1、3和 4号产品检测孔雀石绿加标样品的 

表 2  10 种孔雀石绿快检产品检测空白鱼糜样品 

实验结果 
Table 2  The detecting result of blank sample by 10 kinds 

of malachite green rapid detection products 

产品 

批次 1 批次 2 

样品数量

/个 
假阳性率

/% 

样品数量/

个 
假阳性率

/% 

1 20 0 20 0 

2 20 5 20 5 

3 20 0 20 0 

4 20 0 20 0 

5 20 0 20 0 

6 20 0 20 0 

7 20 15 20 10 

8 20 15 20 0 

9 20 75 20 0 

10 20 40 20 10 

 
表 3  10 种孔雀石绿快检产品检测孔雀石绿加标鱼糜 

样品实验结果 
Table 3  The detecting result of spiked sample by 10 

kinds of malachite green rapid detection products 

产品
加标浓度
/(µg/kg) 

批次 1 批次 2 

  
样品数

量/个 

假阴性

率/% 

样品数

量/个 

假阴性

率/% 

1 2 20 0 20 0 

2 0.5 20 0 20 5 

3 2 20 0 20 0 

4 2 20 0 20 0 

5 2 20 100 20 100 

6 0.5 20 10 20 5 

7 2 20 20 20 15 

8 2 20 20 20 0 

9 2 20 0 20 5 

10 1.5 20 5 20 40 

 
假阴性率均为 0, 说明当孔雀石绿残留量高于或等于

3种产品标识的检测限时, 上述 3种产品均能准确地

检测出阳性样品, 且批间稳定性较好。2 个不同批号

的 5 号产品检测孔雀石绿加标样品的假阴性率均为

100%, 说明该产品灵敏度根本达不到其自身标识的

检出限, 其最低检测浓度与商标标识不符。7 号、8
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号以及 10号产品均有 1个批次的产品假阴性率大于

20%, 说明产品的灵敏度未达到产品标识的检出限

浓度要求。 

3.3  实际样品检出率 

10 种孔雀石绿快检产品检测实际样品的实验结

果详见表 4。使用液相色谱-串联质谱仪检测实际样

品中孔雀石绿残留量约为 5.0 μg/kg。使用快检产品的

检测结果显示: 在孔雀石绿残留量为 5.0 μg/kg 水平

上, 有 8种快检产品均能准确检出阳性样品, 检出率

为 100%, 且 2 个批号的产品检测结果相同; 然而, 1

个批次的 5和 7号产品检测实际样品时均出现假阴性

结果, 此结果与表 3中 2种产品检测加标鱼糜样品假

阴性率较高的结论基本一致, 说明该产品检测阳性

样品时易检出假阴性结果。 

3.4  检测用时及所需辅助仪器设备 

本次验证的 10种快检产品在检测水产品中孔雀

石绿残留时所需的辅助仪器设备及检测用时如表 5

所示。从表 5中可看出: 3种快检产品检测 6个样品  

 
表 4  10 种孔雀石绿快检产品检测孔雀石绿阳性鱼糜样品实验结果 

Table 4  The detecting result of positive sample by 10 kinds of malachite green rapid detection products 

产品 
目标物残留浓度

/(µg/kg) 
批次 1 批次 2 

  样品数量/个 检出率/% 样品数量/个 检出率/% 

1 5.0 2 100 2 100 

2 5.0 2 100 2 100 

3 5.0 2 100 2 100 

4 5.0 2 100 2 100 

5 5.0 2 0 2 100 

6 5.0 2 100 2 100 

7 5.0 2 50 2 100 

8 5.0 2 100 2 100 

9 5.0 2 100 2 100 

10 5.0 2 100 2 100 

 
表 5  10 种孔雀石绿快检产品现场检测所需辅助设备及用时 

Table 5  The accessory equipment and consuming time by 10 kinds of malachite green rapid detection products 

产品 辅助设备 
检测用时/min 

按 6个样品计 按 84个样品计 

1 离心机、空气吹干仪 56 239 

2 涡旋仪、离心机、氮吹仪 65 270 

3 离心机、空气吹干仪 94 395 

4 涡旋仪、离心机、空气吹干仪 90 318 

5 离心机、空气吹干仪 93 369 

6 涡旋仪、离心机、氮吹仪 55 233 

7 离心机、空气吹干仪 70 383 

8 离心机、空气吹干仪 94 290 

9 涡旋仪、离心机 79 310 

10 涡旋仪、离心机、氮吹仪 67 269 
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的用时均未超过 2 h, 检测 84个样品的用时未超过 8 

h, 而传统仪器法检测 6个样品一般用时为 10 h左右, 

检测 84个样品至少需 3 d, 可见使用快检产品的检测

用时远低于传统仪器法。10 种产品现场检测时均使

用了一定数量的简易辅助仪器设备, 说明本次验证

的快检产品较适合在具有简单试验条件的场所使用, 

但要实现在养殖池塘边开展现场快速检测工作仍需

进一步开发操作简单、方便的前处理方法。 

4  讨  论 

与传统仪器检测方法相比, 针对现场的快速检

测方法可以在养殖生产或销售现场对样品进行检测, 

可缩短检测时间、提高监管效率, 能够有效地防止问

题产品流入消费市场, 是一种有效的监管手段, 因此, 

将其应用到实际监管工作中, 快检产品的质量将直

接影响监管的权威性和有效性[25,26]。目前, 国内常用

液相色谱法 (GB/T 20361-2006)[27]或液质法 (GB/T 

19857-2005)[24]检测水产品中孔雀石绿残留量, 两种

方法的最低检出限均为 0.5 μg/kg。因此, 目前水产

品质量安全监管工作中, 0.5 μg/kg常作为水产品中孔

雀石绿残留的监管值。本次验证的 10 种孔雀石绿快

检产品中, 有 2 种产品商标标识的最低检出限为 0.5 

μg/kg(2号和 6号产品)、1种产品商标标识的最低检

出限为 1.5 μg/kg(10号产品), 其余 7种产品商标标识

的最低检出限均为 2.0 μg/kg, 除 2 号和 6 号产品外, 

其余产品的最低检出限均高于仪器法, 说明目前大

部分基于免疫胶体金技术开发的孔雀石绿快检产品

的灵敏度还不能达到传统仪器法水平。2号和 6号产

品的最低检出限为 0.5 μg/kg与常用的仪器法最低检

出限一致, 从产品标识的检出限来看, 产品 2和 6均

满足质量安全监管需求。然而, 当鱼糜样品中孔雀石

绿残留量为 0.5 μg/kg时, 2个不同批号的 2号产品假

阴性率分别为 0和 5%, 2个不同批号的 6号产品假阴

性率分别为 10%和 5%, 有假阴性样品检出, 说明上

述 2 种产品的灵敏度未达到 0.5 μg/kg 要求, 产品的

检出限与商标标识并不相符。 

在其他 8种商标标识的最低检出限>0.5 μg/kg的

快检产品中 , 当鱼糜样品中孔雀石绿残留量为 1.5 

μg/kg时, 有 1个批号的 10号产品假阴性率高达 40%, 

且其检测空白样品的假阳性率达 40%, 说明该产品

的灵敏度未达到 1.5 μg/kg 要求, 且不能有效地分辨

空白和阳性样品, 产品的检测能力与商标标识不相

符; 当鱼糜样品中孔雀石绿残留量为 2.0 μg/kg时, 2

个批号的 1、3 和 4 号产品均未检出假阴性样品, 同

时也未检出假阳性产品, 说明上述 3种产品的灵敏度

与商品标识相符, 且批间稳定性好; 产品 5、7、8和

9均检出假阴性样品, 其中 9号产品的假阴性率虽较

低, 为 5%, 但其 1 个批次产品的假阳性率高达 75%, 

说明该产品分辨空白和阳性样品的能力不足, 如在

实际监管中应用该产品进行检测, 将可能检出大量

的假阳性样品, 增加监管部门使用仪器验证检测结

果的负担, 影响监管效率。 

以上结果说明, 本次验证的 10 种孔雀石绿快检

产品中, 有 7种产品的检测性能与其自身商标标识不

符, 产品不达标。钱蓓蕾等[28]曾对 3种孔雀石绿快速

检测试剂盒进行比较研究, 结果显示有 2种产品的检

测限没有达到产品标识要求。卢明艳等[29]对“瘦肉精”

快速检测卡的质量实验验证结果显示, 用于检测盐

酸克伦特罗、莱克多巴胺和沙丁胺醇残留的试纸条产

品质量参差不齐, 差别极大, 并提出应至少对产品的

假阴性率和最低检出限进行验证。伏慧明等[30]发现

应用快速检测试剂盒类产品得出的检测结果往往与

试剂盒所标示的各项技术指标相差甚远, 出现假阳

性的几率很大, 严重影响检测方法的运用和结果的

判定, 并提出在利用试剂盒进行药物残留检测前, 非

常有必要对试剂盒所标示的各项技术指标进行逐一

地验证,从而对试剂盒做出评判。本研究结果同样说

明, 在将免疫胶体金类快速检测产品应用于水产品

中孔雀石绿残留检测的质量安全监管前, 有必要对

产品的假阳性率、假阴性率、产品稳定性等指标参数

进行筛选验证。 

5  结  论 

本次验证的 10种市售国产孔雀石绿免疫胶体金

类快检产品中, 有 3种产品能 100%准确检测出 84个

鱼糜样品中是否残留孔雀石绿, 且两个不同批次产

品的检测结果一致, 稳定性较好; 另外 7种产品均检

出假阳性或假阴性样品, 且 2个不同批号间产品的稳

定性有差异, 因此, 在应用此类产品作为质量安全监

管工具前, 有必要对其最低检出限、假阳性率、假阴

性率、稳定性等参数进行验证。10 种快检产品检测

水产品中孔雀石绿残留的用时均远低于传统仪器法
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的用时, 且只需一定的简易辅助仪器设备, 适合在具

有简单实验条件的场所中使用。 
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