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聚集诱导发光微球免疫层析试纸条定量 

检测水产品中孔雀石绿 
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(1. 江西省检验检测认证总院食品检验检测研究院, 南昌  330052; 2. 南昌大学中德联合研究院,  

南昌  330047; 3. 江西省维邦生物科技有限公司, 南昌  330096) 

摘  要: 目的  建立一种用于定量检测水产品中孔雀石绿的高灵敏免疫层析检测新方法。方法  以聚集诱导

发光荧光微球为标记探针, 制备荧光免疫层析试纸条, 通过 T/C 比值法构建定量检测孔雀石绿的定量标准曲

线, 并实现水产品中孔雀石绿的高灵敏、定量检测。结果  本方法定量检测水产品中孔雀石绿具有较高的检

测灵敏度, 其 50%抑制率达到 0.17 μg/kg, 最低检出限为 0.05 μg/kg。样本加标 0.25、0.50、1.00 μg/kg 的平均

回收率介于 116.01%~122.76%, 变异系数介于 8.66%~11.71% (n=10), 表明所建立的荧光免疫层析方法定量检

测水产品中孔雀石绿具有较好的准确性、精密度。通过检测 30 份孔雀石绿阴性以及 12 份阳性的水产样本, 结

果表明所建立的荧光免疫层析方法无假阳性, 且检测孔雀石绿含量与液相色谱-串联质谱法具有良好的一致

性(线性相关系数为 0.9695)。结论  本研究以聚集诱导发光荧光微球为新型标记探针, 建立了一种高灵敏检测

水产品中孔雀石绿的定量方法, 为水产品中孔雀石绿的筛查检测提供了技术支撑。 
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Aggregation-induced luminescent microsphere based immunochromatographic 
assay for the quantitative detection of malachite green in aquatic products 
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ABSTRACT: Objective  To establish a new highly sensitive immunochromatographic assay for quantitative 

detection of malachite green in aquatic products. Methods  Fluorescent immunochromatographic test strips were 

prepared by using aggregation-induced luminescence fluorescent microspheres as labeled probes, and the quantitative 

standard curve for quantitative detection of malachite green was constructed by T/C ratio method, and the highly 

sensitive and quantitative detection of malachite green in aquatic products was realized. Results  The quantitative 

detection of malachite green in aquatic products by this method had high detection sensitivity, its 50% inhibition rate 

reaches 0.17 μg/kg, and the minimum limit of detection was 0.05 μg/kg. The average recoveries of 0.25, 0.50 and 
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1.00 μg/kg ranged from 116.01% to 122.76%, and the coefficient of variation ranged from 8.66% to 11.71% (n=10), 

indicating that the established fluorescence immunochromatographic assay for quantitative detection of malachite 

green in aquatic products had good accuracy and precision. By detecting 30 samples of aquatic products with 

malachite green negative and 12 samples with malachite green positive, the results showed that the established 

fluorescence immunochromatographic assay had no false positive, and the detection of malachite green content had 

good consistency with liquid chromatography-tandem mass spectrometry (linear correlation coefficient was 0.9695). 

Conclusion  In this study, a highly sensitive quantitative method for the detection of malachite green in aquatic 

products is established by using aggregation-induced luminescence fluorescent microspheres as new labeling probes, 

which provide technical support for the screening and detection of malachite green in aquatic products. 

KEY WORDS: aggregation-induced luminescence fluorescent microspheres; malachite green; immunochromatographic 

assay 
 
 

0  引  言 

孔雀石绿(malachite green, MG)是一种三苯甲烷类化合

物[1], 为暗绿色结晶, 易溶于水、乙腈和甲醇, 其水溶液为蓝

绿色[2]。孔雀石绿被广泛用于皮革、丝绸、棉花和造纸工业的

着色[3], 在水产养殖中也可作为有效的杀菌剂和杀寄生剂[4], 

其在鱼体内被还原酶快速还原为溶脂性的隐色孔雀石绿[5‒6]。

然而, 由于孔雀石绿及隐色孔雀石绿对人体有高致畸性、致

突变、致癌等特点[7‒8], 已被许多国家列为水产养殖禁用药, 

我国同样已明令禁止水产养殖中使用孔雀石绿[9]。 

目前国家标准中孔雀石绿常用的检测方法有液相

色 谱 - 串 联 质 谱 法 (liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry, LC-MS/MS)、高效液相色谱法(high performance 

liquid chromatography, HPLC)[10]和高效液相色谱荧光检测

法(high performance liquid chromatography with fluorescence 

detection, HPLC-FLD)[11]。这些方法虽然有较好的检测精密

度, 但存在检测成本高、检测时间长且对检测人员的技术

要求高等缺点 , 不适用于大规模检测。因此 , 许多更简

便、成本更低的检测方法被应用于孔雀石绿的检测。例

如: 酶联免疫吸附法(enzyme-linked immunosorbent assay, 

ELISA)[12‒13]、化学发光免疫检测法(chemiluminescent enzyme 

immunoassay, CLEIA)[14‒15]等, 这些方法与传统的仪器方

法相比在一定程度上降低了检测成本, 缩短了检测时长, 

但仍存在对检测人员的技术要求高、检测时间长、只能满

足实验室检测需求等缺点, 限制了这些方法在现场即时检

测领域的应用。 

免疫层析方法(immunochromatographic assay, ICA)最

早可溯源至 MARTIN和 SYNGE基于纸质层析方法的发明, 

并因此于 1952 年获得诺贝尔化学奖[16]。免疫层析方法

由于其快速、便捷、成本低等特点被广泛应用于食品安

全 [17‒19]、医学诊断[20‒21]、环境监控[22]等领域。其中以胶体

金为探针的胶体金免疫层析法[23]是目前应用最为广泛的

免疫层析方法。针对水产品中孔雀石绿的检测, 原国家食

品药品监督局于 2017 年颁布并实施了快速检测标准 KJ 

201701《水产品中孔雀石绿的快速检测 胶体金免疫层析

法》, 其检测水产品检出限为 2 μg/kg。但胶体金免疫层析

法一般通过肉眼判别结果, 检测结果极易受光线等环境因

素以及检测者主观因素影响[24], 而且该方法一般只能进行

定性判读, 无法得到量值结果, 已较难满足现场定量检测

的需求。因此, 现阶段许多荧光探针正在被研究并应用于

孔雀石绿的定量检测, 如碳量子点[25‒26]、量子点微球[27]、

时间分辨荧光微球[28]等。但该类荧光材料由于分子间 π-π

堆积作用在高浓度或聚集状态下会产生荧光衰减或淬灭现

象, 称为聚集诱导淬灭效应(aggregation-caused quenching, 

ACQ)[29‒30], 大大限制了该类荧光材料的应用。 

聚集诱导发光(aggregation-induced emission, AIE)是

唐本忠院士在 2001 年提出的一类新的荧光发光概念[31]。

具有 AIE 效应的荧光染料被分子隔离和分散时, 分子内运

动会主导激发能量的耗散, 从而增强快速非辐射衰变, 因

此 AIE 染料在分散状态下不发光或弱发光。但是该类染料

在聚集状态下因限制了发光分子的旋转或振动, 激发态能

量的辐射耗散被激活, 从而能发出强烈的荧光。由于 AIE

染料从根本上克服了传统荧光染料的 ACQ固有缺陷, 且

具有斯托克斯位移大以及抗光漂白能力强等优势[32], 因

此 AIE 染料被认为是设计和制造高亮度发光微球最有

潜力的发光染料。本研究选用聚集诱导发光荧光微球

(aggregation-induced emission fluorescent microspheres, AIEFMs)
材料为信标载体, 建立一种高灵敏定量检测水产品中孔雀

石绿的免疫层析检测方法, 同时借助荧光免疫分析仪可实

现水产品中孔雀石绿的定量检测, 为提高孔雀石绿检测的

准确度、保证监管部门监管的有效性提供了有力支撑。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

孔雀石绿单克隆抗体(广州润坤生物科技有限公司); 

孔雀石绿全抗原、AIEFMs(江西维邦生物科技有限公司); 隐
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色孔雀石绿标准品[100 mg/L, GBW(E)100474]、孔雀石绿

标准品[100 mg/L, GBW(E) 1004743](中国农业科学院农业

质量标准与检测技术研究所); 牛血清白蛋白(bovine serum 

albumin, BSA)( 纯 度 ≥ 98%) 、 N- 羟 基 琥 珀 酰 亚 胺

(N-hydroxysuccinimide, NHS) (纯度 98%)、1-乙基-(3-二甲

基氨基丙基 )碳酰二亚胺 [1-ethyl-(3-dimethylaminopropyl) 

carbodiimide, EDC](纯度≥97.0%)(美国 Sigma 公司); 其他

试剂(分析纯, 国药集团化学试剂有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

HGS510 划膜喷金机、FIC-Q1 荧光免疫分析仪、

HGS510 点金喷膜仪、HGS210 切条机(杭州峰航科学仪器

有限公司); JEOLJEM 2100 透射电镜(日本 JEOL 公司); 

Hitachi S-4800 扫描电镜(日本 Hitachi 公司); F380 荧光分光

光度计(天津港东科技发展股份有限公司); Zetasizer Nano ZS

粒度仪(英国马尔文仪器有限公司); TGL-16 型高速冷冻离心

机(湖南湘仪实验室仪器开发有限公司); JE-C6002 电子天平

(精度 0.01 g, 杭州恒仪仪表科技有限公司); DZX-6090B 真空

干燥箱(上海福玛实验设备有限公司); ZD-85 气浴恒温振荡

器(常州金坛良友有限公司); DMT-2500 多管涡旋混合仪(杭

州米欧仪器有限公司); 硝酸纤维素膜(德国赛多利斯公司); 

底板、吸水纸、玻璃纤维素膜(上海金标生物科技有限公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  AIEFMs 偶联抗体探针的制备 

取 15 μL AIEFMs (10 mg/mL)加入 1.5 mL 0.01 mol/L

磷酸缓冲液(phosphate buffer, PB) (pH 6.0), 加入 24 μL 

EDC (0.5 mg/mL)及 24 μL NHS (0.25 mg/mL)活化; 37℃ 

120 r/min 反应 15 min 后加入孔雀石绿单克隆抗体(30 μg/mg); 

37℃ 120 r/min 继续 1 h 后逐滴加入 0.15 mL 10% BSA 溶液

进行封闭反应 1 h, 然后 14000 r/min 离心 15 min, 加复溶

液[0.01 mol/L PB 缓冲液(pH 6.0)含 10%蔗糖及 1% BSA]复

溶至 1 mL, 超声 15 min 后完成探针的制备。制备好的探针

3 μL/孔点样于酶标板微孔中, 37℃真空干燥 2 h 获得 AIEFMs

偶联抗体探针(monoclonal antibody coupled aggregation-induced 

emission fluorescent microspheres, AIEFM@mAbs)。 

1.3.2  AIEFMs 及其 AIEFM@mAbs 的表征 

透射电镜(transmission electron microscope, TEM)及扫

描电镜(scanning electron microscope, SEM)表征 AIEFMs 的

形态及大小, 荧光分光光度计以及粒度仪表征AIEFMs及其

AIEFM@mAbs 偶联抗体后荧光强度以及水化粒径变化。 

1.3.3  免疫层析试纸条的制备 

使用 HGS510 型点金喷膜仪在 NC 膜(CN95)上喷涂合

适浓度的孔雀石绿抗原和抗鼠二抗, 分别作为检测线(T 线)

和质控线(C 线)。将结合垫、NC 膜、吸水纸按顺序粘贴于

PVC 底板上, 其中结合垫、吸水纸均与 NC 膜部分层叠约

1~2 mm 左右, 粘贴好后切成 3.0 mm 宽的试纸条。将制备

好的试纸条置于密封袋中, 干燥阴凉条件下保存。 

1.3.4  免疫层析试纸条的检测方法 

将 AIEFM@mAbs 微孔与 90 µL 待测样本孵育反应

5 min, 然后将该混合物全部加入试纸条的加样孔中, 37℃

恒温孵育 10 min 后放入荧光免疫分析仪进行检测。检测原

理如图 1 所示, 当样本中没有 MG 时 AIEFM@mAbs 在层

析作用下向吸水纸方向层析, 在经过 T 线和 C 线时分别被

T 线上的孔雀石绿全抗原和 C 线上羊抗鼠二抗捕获, 此时

检测线的荧光信号值最高 ; 当样本中含有 MG 时

AIEFM@mAbs 会先和待测液中的 MG 发生免疫学反应, 

形成 AIEFM@mAbs@MG 免疫复合物 , 随着待测液中

的 MG 含量增加, 能与 T 线上孔雀石绿全抗原结合的

AIEFM@mAbs 逐渐减少, 检测线荧光信号值呈下降趋势。

基于试纸条的 T/C 值和待测液中的 MG 呈反比关系, 可通

过 T/C 值定量检测待测液中的 MG 含量。本研究所使用的荧

光免疫分析仪的激发波长为 365 nm, 发射波长为 610 nm。 
 

 
 

图 1  AIEFMs 免疫层析试纸条定量检测孔雀石绿原理图 

Fig.1  Schematic diagram of AIEFMs based immunochromatographic assays for MG quantitative detection 



86 食 品 安 全 质 量 检 测 学 报 第 15 卷 
 
 
 
 
 

 

1.3.5  免疫层析试纸条工艺参数优化 

(1)抗体偶联 pH 的优化 

微球和抗体的偶联效率往往受偶联溶液 pH 影响较

大。因此, 本研究分别选用 pH 为 4.0、5.0、6.0、7.0 以及

8.0 的 0.01 mol/L PB 缓冲液评价不同标记 pH 对试纸条检

测性能的影响。实验时选取 0.01 mol/L 磷酸盐吐温缓冲液

(phosphate buffered saline and tween-20, PBST)(称取 8.00 g

氯化钠、2.00 g 磷酸二氢钾、2.00 g 氯化钾、29.00 g 十二

水合磷酸氢二钾及 4.00 g 吐温-20 于 800 mL 水中溶解后定

容至 1 L)缓冲液作为阴性, 0.01 mol/L PBST 缓冲液中加标

0.2 ng/mL 孔雀石绿作为阳性进行分析。 

(2)抗体用量的优化 

微球偶联过程中的抗体使用量会影响试纸条检测的

荧光强度和灵敏度, 因此需对偶联抗体用量进行优化。本

研究分别使用抗体用量 5、10、20、40、80、160 μg/mg 微

球进行评价。实验时选取 0.01 mol/L PBST 缓冲液作为阴

性, 0.01 mol/L PBST 缓冲液中加标 0.2 ng/mL 孔雀石绿作

为阳性进行分析。 

(3)免疫动力学分析 

AIEFM@mAbs 与 T 线孔雀石绿抗原及 C 线抗鼠二抗

的结合是一个动态的反应过程, 该反应会随着时间的延长

而发生变化, 在一定的时间后该反应才会趋于稳定, 因此需

对该动态反应进行监测并确定其稳定时间。本研究对该免疫

反应进行 30 min 的动力学分析, 每 1 min 记录一次 T 值、C

值及 T/C 值, 以免疫动力学反应时间为 X 轴, T、C 线荧光强

度和 T/C 值分别为 Y 轴绘制免疫动力学曲线以确定各方法

的最佳免疫动力学反应时间。实验时选取 0.01 mol/L PBST

缓冲液作为阴性, 0.01 mol/L PBST缓冲液中加标 0.2 ng/mL

孔雀石绿作为阳性进行免疫动力学分析。 

1.3.6  免疫层析试纸条性能评价 

(1)缓冲液定量标准曲线的绘制 

使用 0.01 mol/L PBST 缓冲液分别配制 0、0.05、0.10、

0.20、0.40、0.80、1.60 ng/mL 的孔雀石绿标准工作溶液, 每

个浓度梯度做 3 组平行实验, 以孔雀石绿浓度为 X 轴, T/C

值为 Y 轴绘制定量标准曲线。以标准曲线的 10%抑制率

(inhibition rate 10%, IC10)为检测卡最低检出限 (limit of 

detection, LOD)[33]。 

(2)特异性分析 

使用 0.01 mol/L PBST 缓冲液配制 0.2 ng/mL 的孔雀

石绿、隐色孔雀石绿、结晶紫、隐色结晶紫标准工作溶液

进行检测, 使用缓冲液标准曲线计算测值, 进行特异性分

析, 计算各自交叉反应率, 计算公式见式(1)。 

交叉反应率=实际测值/加标浓度×100%      (1) 

(3)稳定性评价 

参考医药行业标准 YYT 1579—2018《体外诊断医疗

器械 体外诊断试剂稳定性评价》, 加速稳定性评价应可以

被接受作为确立产品说明的最初失效期的基础, 本研究将

所制得的免疫层析试纸条于 55℃的高温老化环境中分别

放置 1、2、3、4、5 周评价产品的加速稳定性。实验时选

取 0.01 mol/L PBST 缓冲液作为阴性, 0.01 mol/L PBST 缓冲

液中加标 0.2 ng/mL 孔雀石绿作为阳性, 考察试纸条在高温

老化环境中的 T 线荧光强度、C 线荧光强度及 T/C 值变化。 

1.3.7  免疫层析试纸条定量检测水产品中的孔雀石绿 

(1)样本前处理步骤 

准确称取 4 g±0.2 g 样本于 50 mL 离心管中, 加入 1 mL

提取剂(称取 5.16 g 对甲苯磺酸、0.2 g 乙酸铵及 0.1 g 盐酸羟

胺于 400 mL 水中溶解后调节 pH 至 4.5, 而后定容至 500 mL)

及 5 mL 乙腈, 漩涡振荡混匀 2 min, 而后称取 2 g 中性氧化

铝及 1 g 氯化钠倒入以上离心管中, 漩涡振荡混匀 1 min, 

4000 r/min 离心 2 min。吸取 1 mL 上清液于另一支 10 mL

离心管中, 加入 50 μL 四氯对苯醌溶液(0.1%), 漩涡振荡混

匀 10 s, 静置 2 min 后放置于 65℃浓缩仪中将溶液吹干。

而后向吹干的离心管中加入 0.5 mL 0.01 mol/L PBST, 漩

涡振荡混匀 5 s 溶解离心管底部及内壁的固体残留物 , 

静置 2 min后加入 1 mL 正己烷, 轻轻颠倒 40次, 静置 2 min

后, 下层溶液即为备用待测液。 

(2)基质定量标准曲线 

取孔雀石绿阴性样本提取液加标孔雀石绿至终浓度

为 0、0.05、0.09、0.19、0.38、0.75、1.50 μg/kg, 每个浓

度梯度做 3 组平行实验, 以孔雀石绿的浓度为 X 轴, T/C 值

为 Y 轴绘制基质定量标准曲线。 

(3)样本加标回收评价 

采用阴性水产样本加标实验评价检测方法精密度 , 

其中孔雀石绿的加标浓度分别为: 0.25、0.50、1.00 μg/kg, 

每个浓度梯度加标 10 组阴性样本, 评价样本加标回收率

及样本提取间变异系数(coefficient of variation, CV)。 

1.3.8  实际样本检测结果与 LC-MS/MS 测定方法检测结

果比对 

(1)阳性样本一致性分析 

对 12 种 未 知 浓 度 的 阳 性 水 产 样 品 同 时 使 用

LC-MS/MS 方法及聚集诱导发光荧光试纸条进行检测, 以

验证聚集诱导发光荧光试纸条与 LC-MS/MS 检测结果的

一致性。 

(2)假阳性率评价 

对 30 份 LC-MS/MS 确证为阴性的水产样本使用聚集

诱导发光荧光试纸条进行检测, 以验证聚集诱导发光荧光

试纸条的假阳性率。 

1.4  数据处理 

本研究的所有数据统计均采用 Origin 2016 进行分析, 

本研究的所有图像分析均采用 Adobe Photoshop 2015 CC

进行处理。 
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2  结果与分析 

2.1  AIEFMs 及 AIEFM@mAbs 的表征 

2.1.1  电镜表征 

通过 TEM 和 SEM 表征 AIEFMs 形态和大小(图 2A、

B), 由 TEM 和 SEM 显示, 聚集诱导发光荧光微球的大小

为 245 nm±5 nm, 且大小均一。 

2.1.2  荧光光谱以及粒度仪表征 

通过荧光光谱表征 AIEFMs 的吸收光谱、荧光发射光

谱以及 AIEFMs 偶联抗体前后荧光信号变化。由图 2C 可

知, AIEFMs 的激发波长为 362 nm, 发射波长为 596.8 nm, 

斯托克斯位移为 234.8 nm。由于其激发光谱和发射光谱几

无重叠, 因而大大避免了激发光源对其荧光信号的干扰, 

提高了信噪比。此外, 由图 2C 可知 AIEFMs 的发射波长半

峰宽为 81.2 nm, 约为同样具有大斯托克斯位移的时间分

辨荧光微球(发射波长半峰宽一般为 10 nm 左右)半峰宽的

8 倍。由于 AIEFMs 拥有较宽的发射半峰宽 , 在采集

AIEFMs 发射信号时仅需拓宽信号采集范围便能大幅提升

采集的荧光信号强度, 从而提升其检测灵敏度。同时, 图 2C

结果表明AIEFMs偶联抗体前后荧光强度无显著差异, 说明

AIEFMs 偶联抗体后荧光信号几无损耗。进一步通过粒度仪

分析 AIEFMs 偶联 mAbs 前后的水化粒径变化, 具体结果见

图 2D。AIEFMs 的水化粒径为 254 nm±3.5 nm, 而在标记

mAb 后其偶联复合物的水化粒径增大至 272 nm±4.1 nm。表

明 mAbs 成功偶联至 AIEFMs 表面。 

2.2  工艺参数优化 

2.2.1  抗体偶联 pH 优化结果 

由图 3A 可知, 在不同 pH 条件下抗体与微球的偶联效

率有较大差异。在 pH 4~8 偶联条件下, 随着 pH 增加, 抗体

偶联效率呈先上升后下降的趋势(T 线及 C 线荧光强度随着

pH 增加先上升后下降), 在 pH 6 条件下抗体偶联效率最高

(T、C 线荧光强度最高)。同时由图 3A 中不同 pH 条件下抑

制率曲线可知, 随着 pH 增加, 抑制率同样呈现出先上升后下

降的趋势, 在 pH 6 条件下抑制率最高。综合考虑 T 线、C 线

的荧光强度及抑制率, 选择 pH 6 条件为最优偶联 pH 条件。 
 

 
 

注: A: AIEFMs 的透射电镜图; B: AIEFMs 的扫描电镜图; C: AIEFMs 和 AIEFM@mAbs 激发以及荧光光谱; D: AIEFMs 和 

AIEFM@mAbs 水化粒径变化。 

图 2  AIEFMs 及 AIEFM@mAbs 的表征 

Fig.2  Characterization of AIEFMs and AIEFM@mAbs 
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2.2.2  抗体用量优化结果 

由图 3B 可知, 随着抗体用量的增加, 抗体偶联效率

呈持续上升趋势, 且在 80 μg/mg条件下基本达到峰值(T线

及 C 线荧光强度随着抗体用量增加持续上升, 在 80 μg/mg

条件下趋于稳定)。同时由图 3B 中不同抗体用量条件下抑

制率曲线可知, 在抗体用量 5~20 μg/mg 条件下抑制率均维

持在 60%左右无显著性差异, 但超过 20 μg/mg 后抑制率呈

持续下降趋势。综合考虑 T、C 线的荧光强度及抑制率, 选

择 20 μg/mg 条件为最佳抗体用量。 

2.2.3  免疫动力学分析结果 

由图 3C 可知, 随着免疫动力学反应时间的延长, 阴

性及阳性的 T/C 值均呈现持续下降的趋势, 且在 10 min 左

右趋于平衡, 因此选择 10 min 为试纸条的定量读取的最佳

免疫动力学反应时间。 

2.3  性能评价 

2.3.1  缓冲液标准曲线的绘制 

以 0.01 mol/L PBST 缓冲液为标准曲线缓冲液, 分别

配制质量浓度为 0、0.05、0.10、0.20、0.40、0.80、1.60 ng/mL

的孔雀石绿标准品溶液。以孔雀石绿的浓度为 X 轴, T/C

值为 Y 轴绘制定量标准曲线, 使用四参数拟合, 确定拟

合方程。如图 4A 所示 , 定量标准曲线的曲线方程为

Y=0.257+3.29/(1+X/0.189)2.3, 线性相关系数(r2)为 0.9987, 

50%抑制率(inhibition rate 50%, IC50)和 LOD 值分别为

0.19 ng/mL 和 0.05 ng/mL。 

2.3.2  特异性分析 

分别选取孔雀石绿、隐色孔雀石绿、结晶紫、隐色结

晶紫 4种标准工作溶液进行试纸条特异性评价, 如图 4B所

示 , 试纸条与孔雀石绿和结晶紫的交叉反应率分别为

100.00%和 96.89%, 与隐色孔雀石绿和隐色结晶紫几无交

叉。基于此, 本方法检测实际样本中孔雀石绿及其代谢物

隐色孔雀石绿、结晶紫及其代谢物隐色结晶紫残留前处理

步骤需进行氧化步骤, 以便在前处理过程中将实际样本中

的隐色孔雀石绿及隐色结晶紫分别氧化为孔雀石绿及结晶

紫后进行检测。通过 1.3.7 (1)中前处理方法可同时检测实

际样本中的孔雀石绿及其代谢物隐色孔雀石绿、结晶紫及

其代谢物隐色结晶紫。 

2.3.3  加速稳定性评价 

将所制得的免疫层析试纸条于 55℃的高温老化环境

中分别放置 1、2、3、4、5 周评价产品的加速稳定性。结

果如图 4C 所示, 试纸条 55℃放置 5 周后 T 线荧光强度、C

线荧光强度及 T/C 值均无显著性变化, 表明本研究所制得

的免疫层析试纸条加速稳定性较好, 证明了本研究所使用

的 AIEFMs 优异的光学稳定性。 

  

 
 

注: A: 抗体偶联 pH 优化(n=3); B: 抗体用量优化(n=3); C: 免疫动力学分析。 

图 3  工艺参数优化结果 

Fig.3  Optimization results of process parameters 
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注: A: 缓冲液标准曲线(n=3); B: 特异性分析(n=3); C: 55℃加速稳定性(n=3)。 

图 4  免疫层析试纸条性能评价 

Fig.4  Performance evaluation of immunochromatographic test strips 

 

2.4  基质标准曲线 

使用孔雀石绿阴性样本提取液加标方式配制基质标

准曲线溶液, 以孔雀石绿浓度为 X 轴, T/C 值为 Y 轴, 使用

四参数拟合, 确定拟合方程。如图 5 所示, 基质定量标准

曲线的曲线方程为 Y=0.165+3.931/(1+X/0.165)1.9, r2=0.9986, 

经计算 IC50 和 LOD 分别为 0.17 μg/kg 和 0.05 μg/kg。以上

结果表明, 通过构建基质标准曲线仍能实现孔雀石绿的高

灵敏检测, 相较于现行的快速检测标准 KJ 201701(检出限

2.00 μg/kg), 本方法应用于实际水产样本中孔雀石绿检测

具有更高的检测灵敏度。 

2.5  方法的准确性以及精密度分析 

采用阴性水产样本加标实验分析方法检测实际样本的

加标回收率及 CV, 以评价方法的准确性以及精密度, 结果如

表 1 所示。10 组不同的水产样本(鲫鱼、草鱼、花鲢、鲈鱼、

黄鱼、鳊鱼、乌鱼、基围虾、牛蛙、泥鳅)分别加标 0.25、0.50、

1.00 μg/kg 孔雀石绿, 使用 1.3.7 (1)中前处理方法进行实际样

本检测, 试纸条检测的加标回收率分别为 122.76%、120.72%  

 
 

图 5  基质标准曲线(n=3) 

Fig.5  Matrix standard curve (n=3) 
 

和 116.01%, 各浓度点样本提取 CV 分别为 11.71%、9.58%和

8.66%, 表明该方法应用于实际水产样本中孔雀石绿高灵敏

定量检测具有可接受的准确性及精密度。 
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表 1  水产样本中孔雀石绿加标回收实验(n=10) 
Table 1  Recoveries of MG in aquatic samples (n=10) 

加标浓度/(μg/kg) 检测浓度/(μg/kg) 回收率/% CV/% 

0.25 0.31 122.76 11.71 

0.50 0.60 120.72  9.58 

1.00 1.16 116.01  8.66 

注: 回收率=(检测浓度/加标浓度)×100%。 
 

2.6  与 LC-MS/MS 方法一致性分析 

2.6.1  阳性样本一致性分析 

对 12 种未知浓度的阳性样品进行检测, 结果如表 2

所示, MG 样品检测浓度范围为 3.84~7.04 μg/kg, 通过

LC-MS/MS 验证, 结果显示检测样品浓度范围为 3.89~ 

7.38 μg/kg, 相关性分析如图 6 所示, MG 的线性回归方程 
 

表 2  聚集诱导发光免疫层析法和 LC-MS/MS 

对实际样品的检测 
Table 2  Detection of real samples by aggregation-induced 

luminescence immunochromatographic assay and LC-MS/MS 

样品 
聚集诱导发光免疫层析法

检测结果/(μg/kg) 
LC-MS/MS 检测结果

/(μg/kg) 

鲫鱼 1 5.28 5.96 

鲫鱼 2 5.17 5.69 

鲫鱼 3 4.95 5.01 

鳊鱼 1 7.04 7.38 

鳊鱼 2 5.58 5.72 

鳊鱼 3 4.23 4.41 

黄鱼 1 5.22 5.40 

黄鱼 2 5.38 5.67 

黄鱼 3 6.84 7.03 

草鱼 1 4.01 3.89 

草鱼 2 4.05 4.04 

草鱼 3 3.84 3.92 

注: 检测前将每个样本提取物稀释 5 倍后检测, 每个样本做 3 组

平行, 取平均值。 
 

 
 

图 6  聚集诱导发光免疫层析法检测结果和 LC-MS/MS 

检测结果相关性分析 

Fig.6  Correlation analysis of MG between aggregation-induced 
luminescence immunochromatographic assay results and  

LC-MS/MS results 

为 Y=1.0942X–0.2728, r2=0.9695。进一步验证了本研究开

发的聚集诱导发光免疫层析法结果的可靠性和准确性, 与

仪器分析结果高度一致, 可用于水产样本中孔雀石绿的现

场快速检测。 

2.6.2  假阳性率评价 

对 30 份 LC-MS/MS 确证为阴性的样品进行检测, 考

察本方法的假阳性率, 结果如表 3 所示, 本方法检测 MG

样品结果均小于检出限(0.05 μg/kg), 表明本方法检测水产

样本的假阳性率为 0%。 

 
表 3  聚集诱导发光免疫层析法和 LC-MS/MS 

对实际样品的检测(n=3) 
Table 3  Detection of real samples by aggregation-induced 

luminescence immunochromatographic assay and  
LC-MS/MS (n=3) 

样品 
聚集诱导发光免疫层析法

检测结果/(μg/kg) 
LC-MS/MS 检测结果

/(μg/kg) 

1 <0.05 ND. 

2 <0.05 ND. 

3 <0.05 ND. 

4 <0.05 ND. 

5 <0.05 ND. 

6 <0.05 ND. 

7 <0.05 ND. 

8 <0.05 ND. 

9 <0.05 ND. 

10 <0.05 ND. 

11 <0.05 ND. 

12 <0.05 ND. 

13 <0.05 ND. 

14 <0.05 ND. 

15 <0.05 ND. 

16 <0.05 ND. 

17 <0.05 ND. 

18 <0.05 ND. 

19 <0.05 ND. 

20 <0.05 ND. 

21 <0.05 ND. 

22 <0.05 ND. 

23 <0.05 ND. 

24 <0.05 ND. 

25 <0.05 ND. 

26 <0.05 ND. 

27 <0.05 ND. 

28 <0.05 ND. 

29 <0.05 ND. 

30 <0.05 ND. 

注: ND.表示未检出。 
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3  讨论与结论 

我国农业农村部公告第 250 号明确将孔雀石绿等药

物纳入食品动物中禁止使用的药品及其他化合物清单。因

此, 建立水产品中孔雀石绿高灵敏定量检测方法对于保障

我国渔业的高质量健康发展具有重要的意义。本研究以

AIEFMs 为信标探针 , 建立了一种定量检测水产品中孔

雀石绿的聚集诱导发光免疫层析方法。由于所使用的

AIEFMs 拥有较优的光学特性 , 基于此材料所建立的免

疫层析方法在检测水产样本时拥有较高的检测灵敏度

(LOD=0.05 μg/kg), 而现行的快速检测标准KJ 201701定性

检出限为 2.00 μg/kg, 现行 GB/T 19857—2005《水产品中

孔雀石绿和结晶紫残留量的测定》LC-MS/MS 定量检出限

为 0.50 μg/kg, 本研究所建立的聚集诱导发光免疫层析方

法灵敏度比胶体金法高约 40 倍, 比 LC-MS/MS 方法高

约 10 倍。此外, 将该方法应用于实际水产样本中孔雀石

绿检测 , 其结果与 LC-MS/MS 方法检测结果高度一致

(r2=0.9695), 且无假阳性结果。总之, 该方法避免了传统胶

体金免疫层析方法肉眼判定主观性强、灵敏度差、无法定

量的缺点。相较于传统胶体金试纸条, 荧光试纸条需借助

读取仪才能实现目标物的定量检测, 因此在一定程度上增

加了基层使用的成本, 但传统依赖于裸眼判读的定性检测

已越来越满足不了食品安全快速检测的发展需求, 借助仪

器判读不仅仅能提高检测的准确度, 还能借助仪器本身的

特性(可对接监管平台, 检测结果可溯源, 检测结果实时上

传无法人为修改等)保证监管的有效性。总之, 本研究建立

了一种高灵敏检测水产品中孔雀石绿的聚集诱导发光免疫

层析方法, 为食品安全领域其他污染物的检测提供了一个

新的方向。 
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