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前言
孔雀石绿 (MG) 和结晶紫 (CV) 属于人工合成的染料，因其价格低廉、使用方便，常用于
鱼类水霉病等寄生虫病的防治，或作为消毒剂用于鲜活鱼类运输过程中以延长鱼类的存活
时间。实验研究表明，孔雀石绿或结晶紫进入人或动物机体后，可还原代谢为脂溶性隐色
孔雀石绿 (LMG) 或隐色结晶紫 (LCV)。LMG 和 LCV 具有高毒性、高残留和致癌、致突变
等副作用，严重威胁消费者的身体健康。我国农业部在 2002 年 5 月将孔雀石绿列入《食
品动物禁用的兽药及其化合物清单》中，禁止将其用于所有食品动物。

本文建立了一种采用 Captiva EMR 前处理方法结合 LC/QQQ 分析草鱼中孔雀石绿和结晶
紫的方法。该方法使用 5% 甲酸乙腈提取鱼肉样品，使用 Agilent Captiva EMR 小柱净化，
并通过 Agilent Poroshell 120 EC-C18 色谱柱快速分离。
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孔雀石绿 (MG)、隐色孔雀石绿 (LMG) 和
结晶紫 (CV)、隐色结晶紫 (LCV) 分析

称取 5 g 样品于 50 mL 具盖离心管中，混合均匀

加入 100 µL 内标，50 µL TMPD 溶液，加入 2 mL 水，涡旋均匀

加入 8 mL 5% 甲酸乙睛，剧烈振荡 5 min

低温 8000 rpm 离心 5 min

取 3 mL 过 Captiva EMR-Lipid 小柱，重力自流

1-2 mL 80% 乙睛水溶液洗脱，重力自流，接收全部上样液

最后抽干小柱，涡旋接收液，过 0.2 µm RC 滤膜

LC/QQQ 检测

图 1. 样品前处理流程图

内标和 TMPD 溶液的配制：取适量同位素标记的孔雀石绿 (MG-D5) 
和同位素标记的隐色孔雀石绿 (LMG-D6) 配成 100 μg/L 的内标溶
液。用甲醇溶解 50 mg N,N,N,N-四甲基-1,4-对苯二胺二盐酸盐，
并定容至 50 mL，配置成TMPD 溶液。

表 1. 色谱条件

色谱柱： Poroshell 120 EC-C18, 3.0 × 150 mm, 2.7 μm

流动相：
A）水（0.1% 甲酸溶液，5 mmol/L 醋酸铵） 
B）乙腈（0.1% 甲酸溶液）

进样量： 2 µL

流速： 0.4 mL/min

柱温： 30 °C

梯度程序：

时间 (min) B (%) 
0 20 
4 50 
5 90 
7 90 
7.1 20 
9 20

表 2. 质谱条件

监测模式： ESI+

干燥气温度： 250 °C

干燥气流速： 8 L/min

雾化器压力： 40 psi

鞘气温度： 350 °C

鞘气流速： 12 L/min

毛细管电压： 3000 V

表 3. 多反应监测模式监测的离子对

目标物
母离子
(m/z)

产物离子
(m/z)

碎裂电压  
(V)

碰撞能量  
(V)

MG 329.2
314.2 160 38

285.1 160 42

CV 372.2
356.2 180 42

340.2 180 55

LCV 374.3
358.2 170 30

238.1 170 26

LMG 331.2
239.1 150 30

223.1 150 55

MG-D5 334.3 318.3 175 38

LMG-D6 337.3 240.2 175 30

提取溶液的选择
由于孔雀石绿 (MG) 和结晶紫 (CV) 的回收率偏低，我们采用不同
浓度的酸化乙腈作为提取溶剂，通过回收率的计算来考察提取效
率。随着甲酸浓度的提高，回收率也有所增加。酸度的提高增加
了孔雀石绿 (MG) 的稳定性，使其不易在操作过程中降解。除结
晶紫 (CV) 外，其他组分的回收率均有一定程度的提高。因此暂时
选择 5% 甲酸乙腈作为提取溶剂，在后续步骤中继续优化条件。
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图 2. 不同浓度酸化乙腈洗脱回收率比较



3

洗脱体积的优化
为提高显色结晶紫 (CV) 的回收率，本方法在常规 EMR 前处理方
法的基础上增加了一步洗脱。随着洗脱体积的增加，回收率有所
提高。但是使用过多的洗脱溶剂时，可能增加稀释体积和杂质。
通过优化洗脱曲线，发现采用 2 mL 80% 乙腈水溶液得到的洗脱
回收率最高。
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图 3. 洗脱溶剂采用不同洗脱体积回收率比较

线性和回收率
如表 4、表 5 和图 4 所示，本文所述方法适合对草鱼中的孔雀
石绿 (MG) 和结晶紫 (CV) 进行检测。该方法的线性相关范围为 
0.5–10 µg/L（内标浓度为 1.0 µg/L）；在 0.5 µg/kg、1.0 µg/kg、 
2.0 µg/kg 加标浓度下的回收率为 81.8%–97.5%，且 RSD ≤ 
3.53%。MG 和 LMG 的回收率用内标法进行校正，CV 和 LCV 的
回收率用基质外标法进行校正。

表 4. 孔雀石绿和结晶紫的线性

化合物 内标 回归方程 R2

MG MG-D5 Y = 0.25X – 0.46 0.991

CV 无 Y = 3.53X – 0.29 0.999

LMG LMG-D6 Y = 1.04X – 0.28 0.999

LCV 无 Y = 10400.25X – 17290.64 0.995

表 5. 鱼肉中孔雀石绿和结晶紫的回收率与重现性 (n = 6)

化合物
加标浓度 

(ng/g)
平均回收率 

(%)
RSD 
(%)

MG

0.5 81.8 1.45

1 84.1 2.24

2 86.6 3.26

CV

0.5 85.1 2.05

1 85.8 2.12

2 90.2 2.78

LMG

0.5 91.6 3.48

1 96.4 2.64

2 97.5 2.64

LCV

0.5 89.2 2.77

1 93.5 3.53

2 95.3 2.21
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图 4. 总离子流图

本文将 Captiva EMR 前处理方法与 LC/QQQ 结合使用，建立了
一种同时测定孔雀石绿 (MG)、结晶紫 (CV) 及其代谢物隐色孔雀
石绿 (LMG) 和隐色结晶紫 (LCV) 的分析方法。该方法具有快速、
操作简单等优点。其中采用过滤式小柱可有效去除水产品中的脂
质，同时简化样品前处理步骤，且回收率在 81.8% 以上。



消耗品订购信息
消耗品 部件号

Agilent Poroshell 120 EC-C18, 3.0 × 150 mm, 2.7 µm 693975-302

陶瓷均质子 5982-9313

Agilent Captiva EMR 小柱，300 mg，3 mL 5190-1003

Agilent RC 0.2 µm 15 mm 针头过滤器 5190-5088

查找当地的安捷伦客户中心： 
www.agilent.com/chem/contactus-cn

免费专线： 
800-820-3278，400-820-3278（手机用户）

联系我们： 
LSCA-China_800@agilent.com

在线询价： 
www.agilent.com/chem/erfq-cn
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