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摘　要：首次建立了Ｎａ＋-Ｔｉ（ＳＯ4）2法检测草鱼中孔雀石绿残留的方法：孔雀石绿溶于浓硫酸显黄色�稀释后
显暗黄色�Ｔｉ（ＳＯ4）2使其褪色�加入Ｎａ＋变为白色沉淀�依据沉淀量对孔雀石绿残留进行定量分析。优化实
验条件�采用ｐＨ＝7．4、硫酸钛和氯化钠的浓度均为2．0ｍｏｌ／Ｌ时�可有效地检测孔雀石绿残留。方法学实验
结果表明：该方法最低检测量为 0．08ｍｇ／ｋｇ�在草鱼肌肉和肝脏中的回收率分别为 65．00％ ～75．63％�
63．75％～71．35％�相对标准偏差分别为4．82％ ～1．89％�4．93％～1．97％。该方法快速、简单、灵敏、准确�
依据白色沉淀仅凭肉眼即可进行初筛�适合于快速检测孔雀石绿在水产品中的残留。
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杀菌剂�以杀灭水产动物体外的寄生虫、原生动
物和鱼卵中的霉菌等 ［1］。但由于孔雀石绿及其
代谢产物无色孔雀石绿 （结构如表1）具有高毒、
高残留、“三致 ”等毒副作用 ［2］�被列入禁用药物
清单。目前由于种种原因�由水产品中孔雀石绿
残留引发的水产品安全问题引起公众媒体的广

泛关注。缺乏快速、有效的检测手段是重要因素
之一。目前�对于孔雀石绿的检测方法主要为依
赖于 实 验 室 条 件 下 的 高 效 液 相 色 谱 法

（ＨＰＬＣ） ［3－4］、气相色谱－质谱法 （ＧＣ-ＭＳ） ［5－6］、
酶联免疫法 （ＥＬＩＳＡ） ［7］、高效毛细管电泳分析法
（ＨＰＣＥ）法 ［8］等�这些方法大都费时、成本不菲或
对人员、环境等因素要求较高。不同于常规的免
疫学方法�本文独辟蹊径地建立了利用 Ｎａ＋-Ｔｉ
（ＳＯ4）2法检测水产动物组织中孔雀石绿残留的
方法�以降低孔雀石绿检测成本、提高检测方法
的灵敏度和准确性为目的�为保障和完善水产品
药物残留检测技术体系作出有益的探索。建立
在半实验室条件下的孔雀石绿快速检测方法�面
向生产、销售和流通等环节具有简便、灵敏、对条
件 （包括环境和人员 ）依赖性低等特点�是对现有
实验室检测方法的有益补充�是落实孔雀石绿禁
用的重要技术保障。

表1　孔雀石绿及其代谢产物无色
孔雀石绿的化学结构式

Ｔａｂ．1　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｍａｌａｃｈｉｔｅｇｒｅｅｎ
ａｎｄｌｅｕｃｏｍａｌａｃｈｉｔｅｇｒｅｅｎ

药物 结构式 分子式
分子量
（ｇ／ｍｏｌ）

孔雀石绿 Ｃ23Ｈ25ＣｌＮ2 364．92

无色孔雀石绿 Ｃ23Ｈ26Ｎ2 330

1　材料与方法
1．1　材料

草鱼 （Ｃｔｅｎｏｐｈａｒｙｎｇｏｄｏｎｉｄｅｌｌｕｓ）100尾�平均
体重约 （250．0±5．0）ｇ�购于南通市国营养殖场

（养殖期间未用药 ）�实验室试验前暂养�饲养水
温8～12℃�24ｈ充气�暂养7ｄ。
1．2　实验试剂与主要仪器

孔雀石绿 （批号52520ＵＮ3077）、硫酸钛 （批
号074Ｆ0126）购于Ｓｉｇｍａ公司。

氯化钠、氢氧化钠、碳酸钠、浓盐酸、浓硫酸、
乙腈、二氯甲烷、盐酸羟铵、乙酸铵、对甲苯磺酸、
磷酸二氢钠、磷酸氢二钠均为分析纯�购于上海
国药集团。

主要仪器有ＷＨ-2型漩涡混合仪 （金坛市盛
蓝仪器制造有限公司 ）、ＪＹ2002型微量分析天平
（感量0．00001ｇ�ＳＨＩＭＡＤＺＵ）、ＴＧＬ-16Ｇ台式离
心机 （上海金鹏分析仪器有限公司 ）、ｐＨ计
（ＭＥＴＴＬＥＲＴＯＬＥＤＯＤｅｌｔａ320�梅特勒 －托利多
仪器上海有限公司 ）、三洋 ＭＯＶ-112Ｆ型干燥箱
（北京鑫瑞驰科技发展有限公司 ）；旋转蒸发仪
（上海亚荣生化仪器厂 ）。
1．3　实验方法
1．3．1　Ｎａ＋-Ｔｉ（ＳＯ4）2法检测孔雀石绿原理

在已称量过净重的离心管中�将检测样品维
持在特定的 ｐＨ环境下�加入定量的硫酸钛和浓
硫酸�混合均匀后�再加入定量的钠盐�混合�离
心去上清�将沉淀物烘干至恒重�称重�所得重量
减去原离心管重量即得沉淀物恒重。据化学式
（1）被检测到的孔雀石绿含量与沉淀物比值为
1∶1。

Ｔｉ（ＳＯ4）2＋Ｃ23Ｈ25ＣｌＮＮａ＋

Ｃ23Ｈ25ＮＴｉ＋Ｃｌ－＋2ＳＯ42＋ （1）
1．3．2　实验条件的优化

钠盐种类　　取2ｍＬ孔雀石绿母液�加入
0．5ｍｏｌ／Ｌ硫酸钛溶液2ｍＬ�再加入2ｍＬ浓硫
酸�旋涡混合仪上充分混合2ｍｉｎ�分别加入2．0
ｍｏｌ／Ｌ氯化钠和碳酸钠溶液2ｍＬ�调节ｐＨ值分
别至4．0、6．9、7．4、10．1、11．0�漩涡震荡2ｍｉｎ
后�在8000ｒ／ｍｉｎ条件下离心10ｍｉｎ�去上清取
沉淀�烘干至恒重�称干重。每个样品重复3次。

硫酸钛浓度　　取2ｍＬ孔雀石绿母液�分
别加入0．5ｍｏｌ／Ｌ、1．5ｍｏｌ／Ｌ、2．0ｍｏｌ／Ｌ的硫酸
钛溶液2ｍＬ�再加入2ｍＬ浓硫酸�旋涡混合仪上
充分混合2ｍｉｎ�再加入2．0ｍｏｌ／Ｌ的氯化钠溶液
2ｍＬ�用10％的稀盐酸或1ｍｏｌ／Ｌ的氢氧化钠调
节ｐＨ值分别至4．0、6．9、7．4、10．1、11．0�漩涡震
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荡2ｍｉｎ后�在8000ｒ／ｍｉｎ条件下离心10ｍｉｎ�去
上清取沉淀�烘干至恒重�称干重。每个样品重
复3次。
1．3．3　孔雀石绿母液方法学实验

将孔雀石绿母液 （0．02ｍｏｌ／Ｌ）用蒸馏水依
次稀释成0．01�0．001和0．0001ｍｏｌ／Ｌ的工作溶
液。取2ｍＬ工作液置于在1．3．2优化的反应体
系中测定孔雀石绿的残留量。每个样品重复3
次。测定最低检测量、回收率重现性等方法学数
据。
1．3．4　组织样方法学实验

样品处理　　准确称取10．00ｇ草鱼肌肉
（或5．0ｇ肝脏 ）�匀浆捣碎�依次加入0．25ｇ／ｍＬ
盐酸羟铵1ｍＬ、0．05ｍｏｌ／Ｌ对甲苯磺酸1ｍＬ、
0．1ｍｏｌ／Ｌ乙酸铵缓冲溶液2ｍＬ和40ｍＬ乙腈�
均质2ｍｉｎ（10000ｒ／ｍｉｎ）�离心3ｍｉｎ（3000ｒ／
ｍｉｎ）�将上清液转移到250ｍＬ分液漏斗中�用20
ｍＬ乙腈重复提取残渣一次�合并上清液。于分
液漏斗中加入30ｍＬ二氯甲烷�35ｍＬ水�振摇2
ｍｉｎ�静置分层�收集下层有机相于150ｍＬ梨形
瓶中�再用20ｍＬ二氯甲烷萃取一次�合并二氯
甲烷层�45℃减压旋转蒸发至干。将蒸发好的提
取物转移至已称量好净重的离心管中�用2ｍＬ
的ＰＢＳ缓冲液溶解组织样提取物。将提取液置
于在1．3．2优化的反应体系中测定孔雀石绿的
残留量。

方法学数据的测定　　测定最低检测量、回
收率重现性等方法学数据。

残留的测定及代谢规律的研究　　以8．0
ｍｇ／ｋｇ的孔雀石绿溶液药浴草鱼 （72尾 ）1ｈ后�
分别于药浴后1ｈ、2ｈ、4ｈ、6ｈ、12ｈ、1ｄ、2ｄ、4
ｄ、6ｄ、10ｄ、20ｄ、30ｄ的12个时间点随机取6尾
鱼为检测样本�按照1．3．1的方法测定草鱼组织
中孔雀石绿的残留量�未进行药浴的鱼作为空白
对照。比较孔雀石绿在草鱼组织中的代谢规律。
2　结果
2．1　检测条件的优化
2．1．1　钠盐

在0．5ｍｏｌ／Ｌ硫酸钛�不同ｐＨ值和不同钠盐
的条件下�沉淀物干重见图1。其中�沉淀物干重
随着不同钠盐的加入而明显增加：加入氯化钠时
沉淀物干重最大�不加任何钠盐时沉淀最小。沉

淀物干重并不随ｐＨ值的增加而线性增加�当ｐＨ
值为7．4�在氯化钠、碳酸钠、蒸馏水的反应体系
中�沉淀物干重达到最大�分别为 0．0060ｇ、
0．0044ｇ、0．0030ｇ。由此可以确定氯化钠为适
合反应的钠盐。

图1　不同Ｎａ＋物质对孔雀石绿
检测方法的影响 （ｎ＝3）

Ｆｉｇ．1　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔＮａ＋ｏｎ
ｍａｌａｃｈｉｔｅｇｒｅｅｎｄｅｔｅｃｔｉｏｎ（ｎ＝3）

2．1．2　硫酸钛浓度
在不同ｐＨ值和不同浓度硫酸钛的条件下�

沉淀物干重见图2。其中�沉淀物干重随着硫酸
钛浓度的增加而明显增加：硫酸钛浓度为2ｍｏｌ／Ｌ
时沉淀物干重最大�浓度为0．5ｍｏｌ／Ｌ时最小。
沉淀物干重并不随 ｐＨ值的增加而线性增加�当
ｐＨ值为7．4�在0．5ｍｏｌ／Ｌ、1．5ｍｏｌ／Ｌ和2ｍｏｌ／Ｌ
硫酸钛的反应体系中�沉淀物干重达到最大�分
别为0．0060ｇ、0．0124ｇ、0．0131ｇ。由此可以
确定2ｍｏｌ／Ｌ的硫酸钛为最佳反应条件。

图2　ｐＨ、硫酸钛浓度对孔雀石绿
检测方法的影响 （ｎ＝3）

Ｆｉｇ．2　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｐＨａｎｄｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｔｉｔａｎｉｕｍ
ｓｕｌｆａｔｅｏｎｍａｌａｃｈｉｔｅｇｒｅｅｎｓｏｌｕｔｉｏｎ（ｎ＝3）

2．2　孔雀石绿母液方法学数据的测定
在ｐＨ＝7．4、2．0ｍｏｌ／Ｌ硫酸钛、2．0ｍｏｌ／Ｌ

氯化钠的反应条件下�沉淀物干重见表2。沉淀
物干重随着工作液浓度的减小而降低�工作液浓
度为0．0001ｍｏｌ／Ｌ时白色沉淀物未见。本方法
检测孔雀石绿残留的最低检测量为0．25ｍｇ／ｍＬ。
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在孔雀石绿工作液浓度为0．02ｍｏｌ／Ｌ、0．01ｍｏｌ／Ｌ、
0．001ｍｏｌ／Ｌ的溶液中的回收率为 73．29％ ～
71．43％�相对标准偏差为2．93％ ～1．97％。所
得数据表明该方法的重现性较理想 （表3）。

表2　母液倍比稀释检测结果 （ｎ＝3）
Ｔａｂ．2　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ｏｆｍｏｔｈｅｒｌｉｑｕｉｄ（ｎ＝3）
工作液浓度
（ｍｏｌ／Ｌ） 0．02 0．01 0．001 0．0001
肉眼辨别 ＋ ＋ ＋ －
沉淀量 （ｇ） 0．0107 0．0053 0．0005 －

表3　母液回收率的测定 （ｎ＝3）
Ｔａｂ．3　Ｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ｏｆｍｏｔｈｅｒｌｉｑｕｉｄ（ｎ＝3）

理论添加
浓度
（ｍｏｌ／Ｌ）

测定值
（ｇ）

回收率
（％ ）

相对标准
偏差ＲＳＤ
（％ ）

0．02 0．0107±0．00018 73．29 1．68
0．01 0．0053±0．00023 72．60 4．33
0．001 0．0005±0．00003 71．43 6．00

2．3　组织样方法学数据的测定
2．3．1　最低检测量

在ｐＨ＝7．4、2．0ｍｏｌ／Ｌ的硫酸钛、2ｍｏｌ／Ｌ
的氯化钠反应条件下�Ｎａ＋-Ｔｉ（ＳＯ4）2法检测孔雀
石绿在草鱼肌肉中残留的最低检测量为 0．02
ｇ／ｋｇ�在肝脏中的最低检测量为0．00008ｇ／ｋｇ。
2．3．2　回收率和重现性

采用ｐＨ＝7．4、2．0ｍｏｌ／Ｌ的硫酸钛、2ｍｏｌ／Ｌ
的氯化钠检测草鱼肌肉和肝脏中孔雀石绿残留

的回收率和重现性 （表4）。在孔雀石绿添加浓度
为8．0ｇ／ｋｇ、12．0ｇ／ｋｇ、16．0ｇ／ｋｇ的草鱼肌肉和
肝脏中平均回收率分别为 65．00％ ～75．63％�
63．75％～71．35％�相对标准偏差为4．82％ ～
1．89％�4．93％～1．97％。所得数据表明此方法
的重现性较理想。
2．4　孔雀石绿在草鱼组织中残留消除规
律
　　以8．0ｇ／ｋｇ的孔雀石绿溶液药浴草鱼�草鱼
肌肉和肝脏组织中孔雀石绿残留见图 3所示。
在药浴后1ｈ草鱼肌肉中所能检测到的含量最
高�达到0．0053ｇ�之后有所下降�当在6ｈ时再

次出现检测量至高点达到0．0042ｇ�在第6ｄ时
所能检测到的含量仅为0．0002ｇ；在药浴后6ｈ
草鱼肝脏中所能检测到的含量最高�达到
0．0026ｇ�在第 6ｄ时所能检测到的含量仅为
0．0004ｇ�之后随着暂养时间的延长检测量显著
下降�到第10ｄ后肌肉和肝脏中均检测不出。
表4　草鱼组织中孔雀石绿回收率的测定 （ｎ＝3）
Ｔａｂ．4　Ｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆｍａｌａｃｈｉｔｅｇｒｅｅｎｉｎｍａｉｎ

ｔｉｓｓｕｅｓｏｆｇｒａｓｓｃａｒｐ（ｎ＝3）

组织
理论添加浓度
（ｇ／ｋｇ）

测定值
（ｇ／ｋｇ）

回收率
（％ ）

相对标准偏差ＲＳＤ
（％ ）

肝脏

8．0 5．10±0．40 63．75 4．93
12．0 8．07±0．33 67．25 2．99
16．0 11．42±0．2971．35 1．97

肌肉

8．0 5．20±0．36 65．00 4．82
12．0 8．55±0．31 71．25 2．95
16．0 12．10±0．2575．63 1．89

图3　药浴后草鱼肝、肌肉组织中孔雀石绿的残留
Ｆｉｇ．3　Ｒｅｓｉｄｕｅｏｆｍａｌａｃｈｉｔｅｇｒｅｅｎｉｎｌｉｖｅｒａｎｄ
ｍｕｓｃｌｅｏｆｇｒａｓｓｃａｒｐａｆｔｅｒｍｅｄｉｃｉｎｅｂａｔｈ

3　讨论
3．1　关于孔雀石绿的检测方法

目前�对于孔雀石绿的检测方法主要集中为
依赖于实验室条件下的高效液相色谱法

（ＨＰＬＣ）、酶联免疫法 （ＥＬＩＳＡ）等�这些方法灵敏
度高�准确性高�假阳性少�适合作为药物残留检
测的复筛方法；而针对半实验室条件下的快速检
测方法几乎是空白。本实验首次采用的是普通
的化学方法�基于孔雀石绿本身特有的化学性质
来检测�该方法主要鉴于孔雀石绿与硫酸钛在浓
硫酸存在的情况下能发生特异性结合�且其他含
三苯甲烷的类似物质不能与硫酸钛结合�在Ｎａ＋
存在下能使孔雀石绿与硫酸钛的结合物发生沉

淀�从而通过1∶1的比例间接计算得出结果。该
方法在其他水产禁用药物的检测中还未被使用
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过。该检测方法所需要的检测时间较少�可根据
肉眼观察是否有白色沉淀物来进行初步判定；其
次�该方法的重现性较理想�实验成本低�操作简
单�对操作人员及实验环境要求不苛刻�具有广
阔的应用前景�适用于检测水产品中孔雀石绿残
留。
3．2　关于检测条件的优化
3．2．1　关于ｐＨ值

在水溶液中�由于ｐＨ的不同�孔雀石绿分子
本体可缓慢地结合水中的氢氧根�从而产生非离
子状态下的无色醇碱形式的孔雀石绿分子 ［9］。
孔雀石绿的化学电离常数为6．9。当 ｐＨ为4．0
时完全电离�ｐＨ为6．9时电离50％�ｐＨ为7．4
时电离25％ �而当ｐＨ大于或等于10．1时则不
发生电离 ［10－11］。而ｐＨ为7．4时�有色形式的孔
雀石绿分子和无色醇碱形式存在的孔雀石绿分

子以6∶1的浓度达到平衡 ［12］。在本实验中�ｐＨ
为7．4是本实验检测的最高点�故在组织样检测
时采用ｐＨ为7．4。
3．2．2　关于硫酸钛浓度

本实验采用了2ｍｏｌ／Ｌ的硫酸钛来检测�而
更高浓度的硫酸钛在室温条件下�自身会结晶析
出�阻碍实验的进一步进行�因此�本实验未采用
更高浓度的硫酸钛来做进一步的研究。

Ｒｏｙｂａｌ等 ［13］通过对鲇鱼的孔雀石绿药浴实
验证明：鱼体内同时残留孔雀石绿和无色孔雀石
绿�还有少部分其它代谢产物�无色孔雀石绿的
残留量一直较高�其残留量大小是由代谢时间决
定的�因此检测水产品中的孔雀石绿残留通常是
同时检测孔雀石绿和无色孔雀石绿。本实验采
用普通的化学方法�目前仅能检测到孔雀石绿母
体的存在�无法检测到无色孔雀石绿�故本技术
还需要改进�深入对孔雀石绿分子结构改造的研
究�从而建立一种简单、快速、灵敏的孔雀石绿及
其代谢产物无色孔雀石绿的同步检测方法�进一
步完善孔雀石绿的含量测定及水产品中残留检

测的方法标准。
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