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高效液相色谱-串联质谱法测定鲫鱼中 

孔雀石绿的不确定度评定 

晁伟杰* 

(鹤壁市食品药品检验检测中心, 鹤壁  458030) 

摘   要 : 目的  评定高效液相色谱 -串联质谱法测定鲫鱼中孔雀石绿的不确定度。方法  参考 GB/T 

19857-2005《水产品中孔雀石绿和结晶紫残留量的测定》和 JJF 1059.1-2012《测量不确定度评定与表示》中

的规定和要求, 分析孔雀石绿在测定过程中的各种不确定度的来源。结果  在 95%的置信区间下, 当鲫鱼中

孔雀石绿和隐色孔雀石绿之和的含量为 7.852 μg/kg 时, 其扩展不确定度为 0.726 μg/kg(k=2)。结论  不确定度

的影响因素主要是样品前处理过程。 
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Evaluation of uncertainty in determination of malachite green in Carassius 
auratus by high performance liquid chromatography-mass spectrometry 
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ABSTRACT: Objective  To evaluate the uncertainty for the determination of malachite green in Carassius auratus 

by high performance liquid chromatography-mass spectrometry. Methods  According to the provisions and 

requirements in GB/T 19857-2005 Determination of malachite green and crystal violet residues in aquatic products 

and JJF 1059.1-2012 Evaluation and expression of measurement uncertainty, the sources of various uncertainties in 

the determination process of malachite green were analyzed. Results  When the total content of malachite green and 

leucomalachite green in Carassius auratus was 7.852 μg/kg, the expanded uncertainty was 0.726 μg/kg (k=2) at a 

95% confidence interval. Conclusion  The influencing factor of uncertainty is mainly the sample preparation process. 
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1  引  言 

孔雀石绿(malachite green, MG), 别名碱性孔雀(石)绿、

品绿、盐基块绿、碱性绿、苯胺绿等, 是一种具有金属光

泽的绿色结晶状三苯甲烷类固体染料, 易溶于水和乙醇, 

水溶液呈蓝绿色。由于其具有较强染色能力和杀菌效果, 

长期被用于纺织、皮革、制陶等工业化学染色, 并作为水

产业杀菌剂, 广泛应用于预防和治疗各类水产生物的水霉

病、鳃霉病和小瓜虫病等[1]。同时, 因为孔雀石绿化学稳

定性较差, 极易通过有机体代谢转化为脂溶性的隐色孔雀

石绿(leucomalachite green, LMG), 在生物体组织中蓄积, 

并具有高毒性和致畸、致癌、致突变的危害[2,3]。目前已被
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中国、美国、欧盟等国家列为水产养殖禁用药物[4]。 

但由于孔雀石绿具有广谱杀菌作用且价格低廉, 我

国部分地区养殖户仍有违法乱用现象, 近年来中国各地区

食品安全抽查通报显示孔雀石绿及无色孔雀石绿残留情况

不容乐观[5,6]。因此, 对其检测方法的准确性研究是十分必

要的。余孔捷等[7,8]仅初步探讨了孔雀石绿检测的不确定度

来源, 高娜等[9,10]对液相色谱法检测孔雀石绿的不确定度进

行计算, 并分析了影响检测结果的主要因素。液相色谱质谱

联用技术(liquid chromatography-mass spectrometry, LC-MS)

是目前针对药残和痕量污染物最准确常用的方法[1113], 我国

国标GB/T 19857-2005中规定采用LC-MS测定水产品中孔雀

石绿和无色孔雀石绿的检出限为 0.5 μg/kg[14], 现阶段针对采

用液质联用法测定鲫鱼中不确定度的相关分析研究较少。 

本研究将参照 CNAS-GL 06《化学分析中不确定度的

评估指南》[15]和 JJF 1059.1-2012《测量不确定度评定与表

示》[16]等对液质联用法检测鲫鱼中孔雀石绿进行不确定度

分析, 以期发现可能影响孔雀石绿和隐性孔雀石绿测定结

果的因素, 为日常实验检测质量控制提供科学可靠的依据。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

6470 高效液相色谱-串联质谱仪(美国安捷伦科技有

限公司); Sigma 3-18KS 高速冷冻离心机(美国 Sigma 公司); 

Milli-Q 超纯水器(美国 Millipore 公司); SK-1 快速混匀器

(金坛市华峰仪器有限公司); RE-2000A旋转蒸发仪(上海亚

荣生化仪器厂); KQ-400DE 超声波水浴(昆山市超声仪器有

限公司)。 

孔雀石绿、隐色孔雀石绿(100 μg/mL, 农业部环境保护

科研监测所); 氘代孔雀石绿、氘代隐色孔雀石绿(纯度>95%, 

北京曼哈格公司); 乙酸铵(质谱纯, 美国 Fisher Chemical 公

司); 甲醇、乙腈(色谱纯, 美国 Honeywell 公司)。      

2.2  实验方法 

称取约 5.00 g已捣碎的市售鲫鱼试样于 50 mL离心管

中, 加入 200 μL 内标标准溶液, 加入 11 mL 乙腈, 超声提

取 2 min, 8000 r/min 匀浆提取 30 s, 4000 r/min 离心 5 min, 

上清液转移至 25 mL 比色管中, 另取一个 50 mL 离心管加

入 11 mL 乙腈, 洗涤匀浆刀头 10 s, 洗涤液移入前一离心

管中, 用玻璃棒捣碎离心管中的沉淀, 旋涡震荡 5 min, 

4000 r/min 离心 5 min, 上清液合并并用乙腈定容至 25 mL

容量瓶。从容量瓶中取 5.00 mL 样品溶液加至已用 5 mL

乙腈活化的中性氧化铝柱上, 用 25 mL 浓缩瓶接收流出液, 

4 mL 乙腈洗涤中性氧化铝柱, 收集全部流出液, 45 ℃旋转

蒸发至约 1 mL, 残液用乙腈定容至 1 mL, 超声震荡 5 min, 

加入 1 mL 5 mmol/L乙酸铵, 超声震荡 1 min, 样液经 0.22 μm

滤膜过滤后供液相色谱-串联质谱测定[14]。 

2.3  仪器条件 

色谱柱: ZORBAX Eclipse Plus C18 (2.1 mm ×50 mm, 

1.8 µm); 流动相: 乙腈+5 mmol 乙酸铵=80:20(V:V); 流速: 

0.2 mL/min; 柱温 35 ℃; 进样量 5 µL; 等度洗脱。 

电喷雾离子源 ESI, 鞘气流量 12 l/min; 正离子, 多反

应监测模式(multiple reaction monitoring, MRM)。质谱定性

定量离子对 : 孔雀石绿 m/z 329.1/313.1(定量离子 )、

329.1/208.1, 隐色孔雀石绿 m/z 331.3/239.2(定量离子)、

331.3/316.1, 氘代孔雀石绿 m/z 334.2/318.2(定量离子)、

334.2/213.0, 氘代隐色孔雀石绿 m/z 337.3/240.1(定量离子)、

337.3/322.2。 

3  结果与分析 

3.1  不确定度数学模型 

按照上述实验方法, 样品中孔雀石绿或隐色孔雀石

绿残留量的计算公式为:  

0 001

0 001

C V .
X =

m .

 


 

式中:  

X—试样中待测组分的含量, μg/kg;  

C—试样中待测组分的浓度, μg/L;  

V—试样定容体积, mL;  

m—试样质量, g;  

0.001—单位换算系数。 

3.2  不确定度来源 

结合数学模型可知, 高效液相色谱-串联质谱法测定

鲫鱼中孔雀石绿的不确定度来源包括以下 4个方面: (1) 标

准曲线配制过程中引入的不确定度; (2) 标准曲线拟合引

入的不确定度; (3) 样品前处理主要包括样品称量和定容

时引入的不确定度; (4) 样品重复性测量引入的不确定度; 

(5) 加标回收率引入的不确定度分量。 

3.3  不确定度的量化计算 

3.3.1  标准曲线配制过程中引入的不确定度分量 ur(std) 

(1) 标准储备液引入的不确定度 ur(std1) 

孔雀石绿和隐色孔雀石绿标准溶液的浓度是 100 μg/mL, 

其标准物质证书上的不确定度是 0.08 μg/mL (k=2), 则孔雀

石 绿 和 隐 色 孔 雀 石 绿 标 准 溶 液 的 相 对 不 确 定 度 : 

1r
0.08

( ) 0.0004
2 100

stdu  


。 

(2) 标准中间液配制过程引入的不确定度 ur(std2) 

1 μg/mL 混合标准溶液的配制: 用单标线 1mL 移液管

分别取 100 μg/mL 的标准储备溶液孔雀石绿和隐色孔雀石

绿 1.0 mL 于 100 mL 容量瓶中, 乙腈定容。 

①1 mL 移液管移液过程中引入的不确定度 ur(std21) 

JJG 196-2006 《常用玻璃量器检定规程》[17], 单标线
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1 mL刻度吸管(A级)的容量允差为±0.007 mL, 取矩形分布, 

则移液管引入的相对不确定度分量为:  

r 2 1
0.007

=0.00404
1

( )
3

stdu  
 。 

②标准溶液定容过程 100 mL 容量瓶引入的不确定 

度 ur(std22) 

JJG 196-2006 《常用玻璃量器检定规程》[17], 100 mL

容量瓶(A级)的容量允差为±0.10 mL, 取矩形分布, 则容量

瓶引入的相对不确定度分量为:  

r 2 2( ) 0.000577
3

0.10
u std 


  。 

③温度变化引入的不确定度 ur(std2-3) 

实验室温度变化范围为(20±4) ℃, 20 ℃时乙腈的体

积膨胀系数为 1.37103, 按照均匀分布计算由温度波动引

入的相对不确定度为:  

ur(std23)
4 1.37 0.001

0.00316
3

=
 

 。 

④本组分量合成 

以上 3 个分量相关性较小, 则标准中间液的配制引入

的不确定度分量合成为:  

2
2 2 2

r r 2 1 r 2 2 r 2 3( ) ( ) 2 ( ) ( )u std u std u std u std       

2 2 20.00404 2 0.000577 0.00316 0.00655      

(3) 标准曲线配制过程引入的不确定度 ur(std3) 

采用逐级稀释的方法将1 μg/mL中间液用乙腈+5 mmol/L

的乙酸铵(1:1, V:V)配制成 20、10、5、2、1、0.5 ng/mL 的

标准系列工作液, 其中氘代孔雀石绿和氘代隐色孔雀石绿

的浓度为 2 ng/mL。稀释过程中采用了 200 μL 刻度吸管   

1 次, 5 mL 刻度吸管移取 5 mL 体积 2 次, 5 mL 刻度吸管移

取 4 mL 体积 3 次, 最终定容至 10 mL 容量瓶中。则其不

确定度有以下方面组成:  

①200 μL 单标线吸管引入的不确定度 

JJG 196-2006《常用玻璃量器检定规程》[17]规定 200 μL

单标线吸管(A 级)的容量允差为±0.003 mL, 取矩形分布, 

则刻度移液管引入的相对不确定度分量为:  

r 3 1
0.2

0.003
( ) 0.00866

3
u std  

  。 

②5 mL 刻度吸管引入的不确定度 

JJG 196-2006 《常用玻璃量器检定规程》[17]规定 5 mL

刻度吸管(A 级)的容量允差为±0.025 mL, 取矩形分布, 则

刻度移液管吸取 5 mL 和 4 mL 溶液引入的相对不确定度分

量分别为:  

r 3 2 1
5

0.025
( ) 0.00289

3
stdu   

  , 

r 3 2 2
4

0.025
( ) 0.00361

3
u std   

  。 

③10 mL 容量瓶引入的不确定度 

JJG 196-2006 《常用玻璃量器检定规程》 [17]规定   

10 mL 容量瓶(A 级)的容量允差为±0.020 mL, 取矩形分布, 

则容量瓶引入的相对不确定度分量为:  

r 3 3
10

0.020
( ) 0.00115

3
u std  

  。 

④温度变化引入的不确定度 

实验室温度变化范围为(20±4) ℃, 20 ℃时乙腈的体

积膨胀系数为 1.37103, 按照均匀分布计算由温度波动引

入的相对不确定度为:  

r 3 4
4 1.37 0.001

( ) =0.00316
3

u std 
 

 。 

⑤本组分量合成 

以上 4 个分量相关性较小, 则标准系列溶液稀释过程

带来的相对不确定度分量合成为:  

3

2 2 2
r 3 1 r 3 2 1 r 3 2 2

r 2 2
r 3 3 r 3 4

( ) ( ) 2 ( )
( )

3 ( ) ( )

u std u std u std
u std

u std u std

    

 

  


  
 

2 2 2

2 2

0.00866 0.00289 2 0.00361
0.0132

3 0.00115 0.00316

  
 

  
。 

综上所述, 标准曲线配制过程中引入的不确定度分

量使用方和根公式为:  

1 2 3
2 2 2

r r r r( ) ( ) 2 ( ) ( )u std u std u std u std   

 2 2 20.0004 2 0.00655 0.0132 0.01475     。
 3.3.2  标准曲线拟合引入的不确定度分量 ur(L) 

将 3.3.1(3)中的系列标准溶液上机 , 每个浓度进样   

1 次, 结果如表 1。 

则校准曲线为: yi=bCi+a 

其中 yi——第 i 个标准溶液的峰面积与内标峰面积的比值;  

Ci——第 i 个标准溶液的浓度;  

b——斜率;   

a——截距。 

孔雀石绿和隐色孔雀石绿的线性关系按照最小二乘

的拟合结果分别为: yi=0.5647Ci0.0313, r2=1; yi=0.4927Ci 

0.0192, r2=1。 

则 由 拟 合 直 线 求 C0 时 产 生 的 不 确 定 度 : 

u(L)=
sሺyሻ

b
ඨ1

p
+

1

n
+

(C0Cഥ)
2

∑ (CiCഥ)
2n

i=1

, s(y)=ට
∑ [yiሺa+bCiሻ]

2n
i=1

n2
、Cഥ=

∑ Ci
n
i=1

n
,  

式中: u(L)——由拟合直线求 C0 时产生的不确定度;  

s(y)——按贝塞尔公式求出拟合标准曲线的标准偏差;  

p——样品溶液的测定次数, p=2;  

n——标准溶液的测定总次数, n=6;  

yi——标准溶液峰面积与内标溶液峰面积比值;  

b——常数, 其值为 0.5647 和 0.4927;  

a——常数, 其值为-0.0313 和-0.0192;  
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Ci——标准溶液中孔雀石绿或隐色孔雀石绿的浓  度, ng/mL; 

表 1  孔雀石绿和隐色孔雀石绿标准系列溶液及内标溶液的对应的峰面积 
Table 1  Corresponding peak area of malachite green & leucomalachite green standard series solution and internal standard solution 

孔雀石绿和隐色孔雀石绿的浓度 C/(ng/mL) 0.5 1.0 2.0 5.0 10.0 20 

孔雀石绿峰面积/As 12896 26745 53616 139089 279071 560490 

氘代孔雀石绿峰面积/Asi 49269 49161 49385 49826 49846 49721 

孔雀石绿与其内标峰面积比值 0.2617 0.5440 1.0857 2.7915 5.5987 11.2727 

隐色孔雀石绿峰面积/As 19828 41479 82463 211079 422019 848129 

氘代隐色孔雀石绿峰面积/Asi 86089 85829 86619 86657 85757 86270 

隐色孔雀石绿与其内标峰面积比值 0.2303 0.4833 0.9520 2.4358 4.9211 9.8311 

 

 
c ——标准溶液中孔雀石绿或隐色孔雀石绿的浓度

的测定平均值, 6.4 ng/mL;  

C0——样品溶液中孔雀石绿或隐色孔雀石绿的浓度, 

2 ng/mL。 

将表 1 中的数据代入上述公式, 计算得孔雀石绿和隐

色孔雀石绿 u(L)分别为 0.0211 ng/mL 和 0.0208 ng/mL, 则

孔雀石绿和隐色孔雀石绿 ur(L)=u(L)/C0 分别为 0.0105 和

0.0104。由于样品最后结果为孔雀石绿和隐色孔雀石绿之

和, 两者之间不存在相关性或相关性较弱, 故标准曲线拟

合引入的相对不确定度分量:  

2 2
r ( ) 0.0105 0.0104 0.0147u L   

。
 

3.3.3  样品前处理引入的不确定度分量 ur(P) 

(1) 样品称重过程天平校准引入的不确定度 ur(P1) 

称量样品使用的电子天平检定证书中最大允差为 

0.5 mg, 样品质量为 5 g, 按均匀分布考虑, 则其相对标准

不确定度为: 1r
0.5

( ) =0.0000577
3 5000

u P 


。 

(2) 样品定容至 25mL 时引入的不确定度 ur(P2) 

JJG 196-2006 《常用玻璃量器检定规程》 [17]规定   

25 mL 容量瓶(A 级)的容量允差为±0.03 mL, 取矩形分布, 

则其相对不确定度分量为: 2r
0.03

( ) =0.000693
3 25

u P 


。 

(3) 样品定容至 1 mL 时引入的不确定度 ur(P3) 

JJG 196-2006 《常用玻璃量器检定规程》[17]规定 1 mL

容量瓶(A级)的容量允差为±0.01 mL, 取矩形分布, 则其相

对不确定度分量为: 3r
0.01

( ) =0.00577
3 1

u P 


。 

(4) 1 mL 单标线吸管引入的不确定度 ur(P4) 

JJG 196-2006 《常用玻璃量器检定规程》[17]规定 1 mL

单标线吸管(A级)的容量允差为±0.07 mL, 取矩形分布, 则

其相对不确定度分量为: 4r
0.07

( ) =0.0404
3 1

u P 


。         

综上所述, 样品前处理过程中引入的不确定度分量

使用方和根公式为:  

1 2 3 4
2 2 2 2

r r r r r( ) ( ) ( ) ( ) ( )u P u P u P u P u P   
 

2 2 2 20.0000577 0.000693 0.00577 0.0404 0.0408     。 

3.3.4  样品重复性测量引入的不确定度分量 ur(R) 

考虑到上样仪器、操作人员等其他不可控因素, 进行

样品重复性不确定度的评价。在阴性样品中添加 4 μg/kg

浓度水平的孔雀石绿和隐色孔雀石绿, 并进行了 6 次重复

性测试实验 , 对结果进行统计计算 , 评价出随机效应的  

A 类不确定度分量。6 次重复性测定实验结果见下表 2。 
 
 

表 2  阴性样品中孔雀石绿和隐色孔雀石绿的实验结果 
Table 2  Experimental results of malachite green and 

leucomalachite green in negative samples 

编号 

孔雀石绿 隐色孔雀石绿 

质量浓度 
/(μg/kg) 

回收率 
/% 

溶液浓度
/(ng/mL)

回收率
/% 

1 3.806 95.150 4.073 101.825

2 3.873 96.825 3.968 99.200

3 3.819 95.475 4.044 101.100

4 3.860 96.500 4.003 100.075

5 3.837 95.925 3.995 99.875

6 3.802 95.050 4.033 100.825

算术平均值 3.833 95.82 4.019 100.48

贝塞尔标准差 0.02909 0.727 0.03787 0.9467

不确定度 u(R) 0.01188 0.297 0.01546 0.3865

相对不确定 ur(R) 0.00297 0.00310 0.00387 0.00385

 
因此, 孔雀石绿和隐色孔雀石绿重复性测定的质量

浓度相对标准不确定度分别为 0.00297、0.00387。由于样

品最后结果为孔雀石绿和隐色孔雀石绿之和, 两者之间不
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存在相关性或相关性较弱, 故样品重复性测量引入的相对

不确定度分量:  

2 2( ) 0.00297 0.00387 0.00488ru P    。 
3.3.5  加标回收率引入的不确定度分量 ur(Re) 

在表 2 中可知孔雀石绿和隐色孔雀石绿在 4 μg/kg 加

标浓度水平的回收率分别为 95.82% (n=6)和 100.48% (n=6), 

根据 CNAS-GL06 化学分析中不确定度的评估指南[15]进行

T 检验, 取置信概率为 95%, 则 T 不小于 T0.05=2.571(自由

度 df=5), 则回收率与 1 之间有显著性差异, 应考虑加标回

收率引入的不确定度; 反之则不考虑。 

由公式
1

=| |
( )

R
T

u R


可得孔雀石绿和隐色孔雀石绿的 T 值

分别为 14.077 和 1.229, 则需要考虑孔雀石绿加标回收率

引入的相对不确定度:  

ur(Re)=0.00310。 

3.4  合成不确定度计算 

在 3.3 中 5 个主要子分量之间不存在相关性或相关性

较弱, 则按照不确定度合成的简化公式计算如下:  

2 2 2
r r r

r 2 2
r r

(std) ( ) ( )
( )

( ) ( )

u u L u P
u C

u R u Re

 


 
 

2 2 2

2 2

0.0147 0.0147 0.0408

0.00488 0.00310

 


 
0.0462 。 

3.5  扩展不确定度 U 计算 

当测试样品中孔雀石绿与隐色孔雀石绿之和含量为

7.852 μg/kg, 其合成标准不确定度为:  

u(X)=ur(C)7.852=0.04627.852=0.363 μg/kg;  
由扩展不确定度计算公式 U=ku(X), 其中 k=2, 得出

U=0.726 μg/kg。 

4  结  论 

通过对测定鲫鱼中的孔雀石绿(包括隐色孔雀石绿)不

确定度的分析, 发现不确定的主要来源为样品前处理过程, 

其次是配制标准曲线过程和标准曲线拟合过程, 而样品重

复性实验和加标回收率引入的不确定度对孔雀石绿的测定

影响较小。故在日常检测工作中应注意使用比较高精度的

量具以减小可能引入的不确定度, 从而保证实验结果的准

确性。 
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