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在线净化／ＬＣ?ＭＳ?ＭＳ测定淡水鱼中孔雀石绿及

隐性孔雀石绿


堵燕钰，罗漪涟，吴冬梅，王博超，王洁琼

（常州市农畜水产品质量监督检验测试中心，江苏 常州２１３００２）

摘要：研究了一种在线净化／ＬＣ?ＭＳ?ＭＳ联用技术测定淡水鱼中孔雀石绿（ＭＧ）及隐性孔雀石绿（ＬＭＧ）残留的方法。样品加内

标，经乙腈涡旋提取、离心，提取液经在线净化柱（ＣｙｃｌｏｎｅＰ）净化，以１０ｍｍｏｌ／Ｌ乙酸铵?乙腈溶液将目标物洗脱至Ｃ１８柱上，用

ＬＣ?ＭＳ?ＭＳ检测。方法在０．１～１０μｇ／ｋｇ质量浓度范围内有良好的线性关系，ＭＧ、ＬＭＧ的检出限为：０．１μｇ／ｋｇ，３个浓度加标回

收率为８４．５％～９９．６％，相对标准偏差为２．７％～５．３％。该方法前处理简便快速、试剂用量少、回收率高、灵敏度和重现性好，适

用于水产品中孔雀石绿及其代谢物残留量分析。
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时作为杀菌剂可以控制鱼类或鱼卵的寄生虫、真菌

和细菌感染，在水产养殖上用来预防和治疗水产动

物的鳃霉病、水霉病和水体环境消毒。但是 ＭＧ在

水产动物体内很快代谢成毒性更强、残留时间更长

的隐性孔雀石绿（ｌｅｕｃｏｍａｌａｃｈｉｔｅｇｒｅｅｎ，ＬＭＧ），且

两者都具有致癌、致畸、致突变等副作用［１?３］。目前

欧美及日本等许多国家都禁止在水产养殖中使用孔

雀石绿，我国在农业行业标准《ＮＹ５０７１?２００２无公

害食品鱼药使用准则》中也将孔雀石绿列为禁用药

物，但由于其价格低廉、效果显著，且尚无更好的替

代品，所以在水产养殖中的使用屡禁不止。

目前国内外孔雀石绿及其代谢产物隐性孔雀石

绿的残留检测主要有高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）
［４?５］、

高效液相色谱?质谱法（ＬＣ?ＭＳ）
［６］、高效液相色谱?

串联质谱法（ＬＣ?ＭＳ?ＭＳ）
［７?１０］等。ＨＰＬＣ方法前处

理步骤复杂，ＬＣ?ＭＳ方法需要进行柱后衍生处理，

且鱼肉样品基质复杂，容易产生基质效应。Ｔｕｒｂｏ

ｆｌｏｗ在线净化技术是针对质谱分析的高级在线复

杂基质样品萃取技术，结合了扩散、化学和体积排除

的原理，在捕获目标化合物的同时能够快速净化样

品［１１?１５］。本研究采用 Ｔｕｒｂｏｆｌｏｗ在线净化技术与

ＬＣ?ＭＳ?ＭＳ联用技术检测水产品中孔雀石绿及隐

性孔雀石绿的残留。

１　实验部分

１．１　试剂与仪器

孔雀石绿、隐性孔雀石绿标准品（纯度大于

９８．０％，德国Ｄｒ．Ｅｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒ公司）；孔雀石绿内标

（ＭＧ?Ｄ５）、隐性孔雀石绿内标（ＬＭＧ?Ｄ６）（德国

ＷＩＴＥＧＡ公司）；乙腈、甲醇、乙酸、乙酸铵（ＨＰＬＣ

级）；实验用水为ｍｉｌｌｉ?Ｑ超纯水。

ＴＳＱＱｕａｎｔｕｍＵｌｔｒａ质谱仪，Ｔｕｒｂｏｆｌｏｗ在线

样品前处理设备（美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司）；５８０４Ｒ

冷冻离心机（德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）；电子分析天平

（德国Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司）；涡旋混合器（海门市其林贝

尔仪器制造有限公司）。

１．２　实验方法

１．２．１　样品制备

从市场购买不同种类的淡水鱼，剖杀后去头、

骨、内脏，取肌肉部分切块、绞碎，混合均匀，－１８℃

冷冻保存，待测。准确称取５．０ｇ制备好的样品，置

于５０ｍＬ离心管中，添加１００μＬ混合内标工作液，

涡旋 １ｍｉｎ，再加入 １０ｍＬ 乙腈，继续涡旋混匀

１ｍｉｎ，５０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液过０．２２μｍ

滤膜，上机测定。

１．２．２　Ｔｕｒｂｏｆｌｏｗ条件

ＡｒｉａＯＳ在线进化柱：Ｃｙｃｌｏｎｅ?Ｐ （０．５ｍｍ×

５０ｍｍ）；上样溶剂（Ａ）：１０ｍｍｏｌ／Ｌ乙酸铵溶液（含

０．０２％乙酸）；洗脱溶剂（Ｂ）：乙腈；清洗溶剂（Ｃ）：犞

（异丙醇）∶犞（乙腈）∶犞（丙酮）＝４∶４∶２；洗脱流

速：０．１ｍＬ／ｍｉｎ；进样体积：５０μＬ。

１．２．３　ＨＰＬＣ条件

色谱柱：ＨｙｐｅｒｓｉｌＧＯＬＤ（５０ｍｍ×２．０ｍｍ，

１．９μｍ），流动相 Ａ相：１０ｍｍｏｌ／Ｌ乙酸铵＋０．０２％

乙酸溶液，流动相Ｂ相：乙腈。在线净化程序见表

１。

表１　Ｔｕｒｂｏｆｌｏｗ在线净化和梯度洗脱程序

犜犪犫犾犲１　犌狉犪犱犻犲狀狋犲犾狌狋犻狅狀狆狋狅犮犲犱狌狉犲狅犳犜狌狉犫狅犳犾狅狑狅狀?犾犻狀犲犮犾犲犪狀狌狆

步骤 时间／ｓ

上样泵

目的 流速／（ｍＬ／ｍｉｎ）
比例／％

Ａ Ｂ Ｃ

洗脱泵

目的 转变模式 流速／（ｍＬ／ｍｉｎ）
比例／％

Ａ Ｂ

１ ６０ 上样 ０．２ １００ － － 条件化 Ｓｔｅｐ ０．５ ９５ ５

２ ９０ 转移 ０．１ ５０ ５０ － 洗脱 Ｓｔｅｐ ０．４ ９５ ５

３ １２０ 淋洗 ２．０ － － １００ 洗脱 Ｒａｍｐ ０．５ ７５ ２５

４ １２０ 淋洗 ２．０ － － １００ 洗脱 Ｒａｍｐ ０．５ １０ ９０

５ ３０ 淋洗 ２．０ － １００ － 洗脱 Ｓｔｅｐ ０．５ １０ ９０

６ ９０ 充满洗脱环 ２．０ ５０ ５０ － 洗脱 Ｓｔｅｐ ０．５ １０ ９０

７ ９０ 条件化 ２．０ １００ － － 条件化 Ｓｔｅｐ ０．５ ９５ ５

１．２．４　质谱条件

电喷雾离子源（ＥＳＩ），正离子扫描模式，多反应

监测（ＭＲＭ），电喷雾电压：３５００Ｖ，离子源温度：

４００℃，鞘气压力：４０ｐｓｉ，辅助气压力：１５ｐｓｉ，源内诱

导解离电压：１０Ｖ，毛细管温度：３５０℃，Ｑ１，Ｑ３单位

分辨率：０．７，ＳＲＭ优化参数见表２。

·２７· 常州大学学报（自然科学版）　　　　　　　　　　　　　　　　２０１５年



２　结果与讨论

２．１　质谱条件优化

用蠕动注射泵注射１．０μｇ／ｍＬ混标溶液，流速

５μＬ／ｍｉｎ，调节喷雾电压、鞘气、辅助气等质谱条件，

在正离子扫描模式下分别进行一级全扫描，获得各

化合物准分子离子峰，以其作为母离子进行二级质

谱扫描，选取响应信号较强的两个特征碎片离子，与

母离子组成多反应监测离子对，并优化子离子碰撞

能量。

表２　质谱参数

犜犪犫犾犲２　犕犛狆犪狉犪犿犲狋犲狉狊

化合物 质荷比 碰撞能量／（Ｅ／ｅＶ） 透镜电压／Ｖ

ＭＧ
３２９．１／２０８．１

３２９．１／３１３．２１）

３０

２３
９５

ＬＭＧ
３３１．１／２３９．０１）

３３１．１／３１６．０

１２

５
８６

ＭＧ?Ｄ５
３３４．２／２１３．２

３３４．２／３１８．２１）

３３

２９
９９

ＬＭＧ?Ｄ６
３３７．１／２４０．１１）

３３７．１／３２２．２

４０

４
１０６

　　注：１）为定量离子。

２．２　ＴｕｒｂｏＦｌｏｗ净化条件的优化

ＴｕｒｂｏＦｌｏｗ技术通过扩散溶解、尺寸排阻、柱

层析技术将蛋白等一些大分子物质滤掉，将小分子

保留。ＴｕｒｂｏＦｌｏｗ在线净化过程主要包括上样、洗

脱转移和淋洗条件化。上样是在流动相推动下，样

液中的目标化合物被在线净化柱吸附，而大分子杂

质流出净化柱而进入废液，实验选用反相混合基质

的Ｃｙｃｌｏｎｅ?Ｐ柱，１０ｍｍｏｌ／Ｌ乙酸铵＋０．０２％乙酸

溶液为上样溶液，使实验４种化合物均能有效保留，

且在洗脱转移时能被完全洗脱。洗脱转移是将洗脱

环中的洗脱液将在线净化柱上吸附的目标化合物洗

脱下来进入分析柱，方法验证了１０ｍｍｏｌ／Ｌ乙酸铵

＋０．０２％乙酸溶液与乙腈不同比例来洗脱分析物，

发现犞（１０ｍｍｏｌ／Ｌ乙酸铵＋０．０２％乙酸溶液）∶犞

（乙腈）＝５０∶５０，既保证化合物洗脱效率，又能达到

不错的峰型和分离度。淋洗条件化是目标化合物在

分析柱分离和质谱检测过程中，由洗脱能力较强的

溶剂通过上样泵对在线净化柱进行淋洗，选择犞（异

丙醇）∶犞（乙腈）∶犞（丙酮）＝４∶４∶２，作为强洗脱

溶剂淋洗Ｃｙｃｌｏｎｅ?Ｐ柱。洗脱溶液充满洗脱环，为

下个样品分析做准备，用上样溶液初始化平衡在线

净化柱。

２．３　ＨＰＬＣ条件的优化

ＨＰＬＣ条件主要是洗脱泵的流路组成和配比，

在线净化柱流出的目标化合物由ＴｕｒｂｏＦｌｏｗ洗脱

液和 ＨＰＬＣ流动相带入液相分析柱，进行分离检

测，ＴｕｒｂｏＦｌｏｗ洗脱液和 ＨＰＬＣ流动相的初始比例

对目标化合物的峰型和分离影响较大，洗脱液为犞

（１０ｍｍｏｌ／Ｌ乙酸铵＋０．０２％乙酸溶液）∶犞（乙腈）

＝５０∶５０，为了减小有机溶剂效应，实验的Ｓｔｅｐ２转

移洗脱采用低ＴｕｒｂｏＦｌｏｗ流速（０．１ｍＬ／ｍｉｎ）和高

ＨＰＬＣ流速（０．４ｍＬ／ｍｉｎ），ＨＰＬＣ流动相起始比例

为９５％Ａ，进一步稀释了进入液相柱的ＴｕｒｂｏＦｌｏｗ

洗脱液有机相乙腈。ＨＰＬＣ流动相选择上，考察了

０．１％甲酸溶液、０．５％甲酸溶液、５ｍｍｏｌ／Ｌ乙酸铵

＋０．０２％乙酸溶液、１０ｍｍｏｌ／Ｌ乙酸铵＋０．０２％乙

酸溶液为水相（Ａ），乙腈或甲醇为有机相（Ｂ）。结果

表明加甲酸的流动相导致 ＭＧ和ＬＭＧ峰出现拖尾

现象，加５ｍｍｏｌ／Ｌ 乙酸铵＋０．０２％乙酸溶液和

１０ｍｍｏｌ／Ｌ乙酸铵＋０．０２％乙酸溶液的流动相，

ＭＧ、ＬＭＧ峰型较好，且响应无明显差异。为了简

化实验程序，采用１０ｍｍｏｌ／Ｌ乙酸铵＋０．０２％乙酸

溶液，与ＴｕｒｂｏＦｌｏｗ上样溶剂一致。有机相使用乙

腈使得化合物分离效果较好。

２．４　标准曲线线性和方法检出限

用５．０ｇ 空 白 鲤 鱼 样 品 做 基 质，分 别 加 入

１００ｎｇ／ｍＬＭＧ 和 ＬＭＧ 混标溶液０、２０、５０、１００、

２００μＬ和５００μＬ；加入１００ｎｇ／ｍＬＭＧ?Ｄ５和ＬＭＧ?

Ｄ６混标溶液１００μＬ前处理上机测定，以浓度为横

坐标，ＭＧ和ＬＭＧ与其内标峰面积比值为纵坐标

绘制标准曲线，在０～５ｎｇ／ｍＬ质量浓度范围内

ＭＧ、ＬＭＧ均呈良好的线性。ＭＧ：犢＝０．０７８７犡－

０．００８４（犚２ ＝０．９９９６），ＬＭＧ：犢＝０．５４２３犡＋

０．０４３１（犚２＝０．９９９９）。以目标物在空白样品中３

倍信噪比计算检出限：ＭＧ 和 ＬＭＧ 均为０．１μｇ／

ｋｇ。ＭＧ和ＬＭＧ空白样品及添加样品的质谱多反

应监测（ｍｕｌｔｉｐｌｅｒｅａｃｔｉｏｎｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ，ＭＲＭ）图见

图１、图２。图１中 ＭＧ和ＬＭＧ均未出现明显的

峰，加入的内标 ＭＧ?Ｄ５、ＬＭＧ?Ｄ６均有很好的响应，

且峰型明显、对称，表明样品为阴性样品；图２中

ＭＧ和ＬＭＧ内外标４种物质均出现了明显的峰，

峰型对称分离良好，保留时间稳定，与混合标样图谱

一致。

·３７·堵燕钰，等：在线净化／ＬＣ?ＭＳ?ＭＳ测定淡水鱼中孔雀石绿及隐性孔雀石绿



图１　空白样品 ＭＲＭ色谱图

犉犻犵．１　犕犚犕犿犪狊狊犮犺狉狅犿犪狋狅犵狉犪犿狊狅犳犫犾犪狀犽狊犪犿狆犾犲

图２　添加１．０μｇ／ｋｇ样品 ＭＲＭ色谱图

犉犻犵．２　犕犚犕犿犪狊狊犮犺狉狅犿犪狋狅犵狉犪犿狊狅犳犳狅狉狋犻犳犻犲犱狊犪犿狆犾犲

２．５　添加回收率和精密度

在空白鱼肉样品中分别进行０．２、１．０、５．０μｇ／

ｋｇ３个水平的加标回收试验，按本方法提取，结果表

明 ＭＧ，ＬＭＧ回收率为８４．５％～９９．６％，相对标准

偏差＜６．０％。回收率及精密度见表３。

表３　添加回收率及精密度（狀＝６）

犜犪犫犾犲３　犘狉犲犮犻狊犻狅狀犪狀犱狉犲犮狅狏犲狉狔（狀＝６）

化合物 添加值／（μｇ／ｋｇ） 检测值／（μｇ／ｋｇ） 回收率／％ ＲＳＤ／％

ＭＧ

０．２

１．０

５．０

０．１８

０．９６

４．９８

９１．０

９６．１

９９．６

３．５

２．９

４．１

ＬＭＧ

０．２

１．０

５．０

０．１７

０．９７

４．８６

８４．５

９７．３

９７．２

２．７

５．３

４．８

２．６　实际样品的测定

采用本方法检测市售４５份鱼肉样品，其中１份

样品检出ＬＭＧ残留，其 ＭＲＭ 色谱图及质谱图见

图３、图４。从图３看出ＭＧ没有明显响应，ＬＭＧ响

应明显，保留时间为６．６７，与标样保留时间匹配，

ＭＧ?Ｄ５和ＬＭＧ?Ｄ６峰型明显，保留时间也与标样

一致，图４中ＬＭＧ两特征子离子均出现，且丰度比

与质谱方法一致，所以样品定性为阳性，样品ＬＭＧ

和ＬＭＧ?Ｄ６峰面积比值对应标准曲线上的浓度，经

过换算（样品浓度提取体积／样品质量）得到样品

中ＬＭＧ含量为１．１μｇ／ｋｇ，说明在水产养殖中添加

孔雀石绿的现象依然存在。

图３　阳性样品 ＭＲＭ色谱图

犉犻犵．３　犕犚犕犮犺狉狅犿犪狋狅犵狉犪犿狅犳狆狅狊犻狋犻狏犲狊犪犿狆犾犲
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图４　阳性样品质谱图

犉犻犵．４　犕犪狊狊狊狆犲犮狋狉狌犿狅犳狆狅狊犻狋犻狏犲狊犪犿狆犾犲

３　结　论

本文建立了在线净化／ＬＣ?ＭＳ?ＭＳ联用技术测

定淡水鱼中孔雀石绿及其代谢产物隐性孔雀石绿的

方法。本方法采用先进的 Ｔｕｒｂｏｆｌｏｗ在线净化技

术，前处理简单，试剂用量减少，可快速全自动处理

分析样品，并且可以降低基质干扰的影响。采用乙

腈提取目标物，提取液直接在线净化，串联质谱测

定，同位素内标法定量，方法检出限为０．１μｇ／ｋｇ。

该方法回收率稳定，重现性良好，适用于淡水鱼中孔

雀石绿及隐性孔雀石绿残留量的检测。
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