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摘　要 :建立了高效液相色谱同时测定海水中孔雀石绿和无色孔雀石绿的方法。方法在 0 mg/L～4. 0 mg/L范围内线

性良好 ,孔雀石绿和无色孔雀石绿的最低检出限为 0. 02μg/L,平均加标回收率为 88. 2%～104% , RSD为 3. 2%～8. 7%。
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　　孔雀石绿为翠绿色有光泽的结晶体 ,属三苯甲

烷类染料。由于其在控制真菌侵袭和寄生虫感染

等方面的显著效果 ,在水产养殖中得到了广泛应

用 ,生物体浸染这种染料后会迅速吸收并在体内代

谢成无色孔雀石绿。孔雀石绿和无色孔雀石绿具

有高毒性、高残留和致畸、致癌、致突变等作用 ,已

被许多国家列为不得检出的禁用药物。水产品中

孔雀石绿最常用的检测方法是高效液相色谱

法 [ 1 - 2 ]和液质联用法 [ 3 - 4 ] ,样品处理过程繁琐 ,检

测周期长。目前 ,除了国外淡水中孔雀石绿的检测

方法外 [ 5 ]
,还未见海水中孔雀石绿的检测方法报

道。今建立了海水中孔雀石绿和无色孔雀石绿的

高效液相色谱检测法 ,应用该方法测定典型养殖场

工厂化养殖水体 ,结果令人满意。

1　试验

1. 1　主要仪器与试剂

Agilent 1100型高效液相色谱仪 ,配紫外检测

器 ,美国 Agilent公司 ; RE - 2000B型旋转蒸发器 ,

上海亚荣生化仪器厂。

孔雀石绿和无色孔雀石绿标准品 ,纯度分别为

97. 2%和 97. 0% ,德国 D r公司 ; 0. 1 g /L孔雀石绿

和无色孔雀石绿标准溶液 :分别准确称取孔雀石绿

和无色孔雀石绿标准品 0. 010 0 g,用乙腈溶解 ,定

容至 100 mL,避光保存 ;二甘醇 ,分析纯 ,天津福晨

化学试剂厂 ;二氯甲烷 ,分析纯 ,天津科密欧试剂公

司 ;乙腈 ,色谱纯 ,德国 Merk公司 ;超纯水 ,用赛多

利斯超纯水装置制备。

1. 2　色谱条件

ZORBAX SB - C18色谱柱 (250 mm ×4. 6 mm ×

5μm ) ;配有二氧化铅的柱后氧化柱 ( 35 mm ×

4. 6 mm ) ,北京振翔公司。检测器波长 588 nm;流

动相 : V (0. 1 mol/L乙酸铵 ) ∶V (乙腈 ) = 1∶4;柱温

25 ℃;流量 1. 5 mL /m in;进样体积 20μL。

1. 3　水样处理

取 500 mL 海水样于分液漏斗中 , 加入

50. 0 mL乙腈与二氯甲烷混合溶液 (体积比为 1∶

1)、2 mL二甘醇 ,剧烈振荡 2 m in,静置 1 h,分层后

取下层有机相至蒸发瓶中。再往分液漏斗中加入

50. 0 mL乙腈与二氯甲烷混合溶液 (体积比为 1∶

1) ,振摇 ,静置约 10 m in,待其分层后收集下层液

体于同一蒸发瓶中。

将收集液装到旋转蒸发装置上 ,于 35 ℃～

40 ℃水浴中减压浓缩至近干 ,用乙腈定容至

1. 0 mL,用 0. 45μm有机滤膜过滤。

准确吸取 20μL样品提取液和混合标准使用

液测定 ,同时取 500 mL干净海水按同样步骤操作 ,

作为样品空白。

2　结果与讨论

2. 1　线性关系

配制 0 mg/L、0. 1 mg/L、0. 2 mg/L、0. 5 mg/L、

1. 0 mg/L、2. 0 mg/L、4. 0 mg/L孔雀石绿和无色孔

雀石绿混合标准溶液系列 ,按上述方法测定 ,以峰

面积对质量浓度作标准曲线 ,线性关系良好。孔雀

石绿回归方程为 y = 40. 254 385 1x + 1. 986 002 8,

相关系数 r = 0. 999 72;无色孔雀石绿回归方程为 y

= 59. 769 137 1x + 7. 618 161 4,相关系数 r =

0. 999 91。
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2. 2　最低检出限

按照方法规定的取样体积和定容体积 ,根据 3

倍信噪比 ,得孔雀石绿和无色孔雀石绿的检出限均

为 0. 01μg。试验海水量为 500 mL,故该方法检测

海水中孔雀石绿和无色孔雀石绿的最低检出限为

0. 02μg /L。

2. 3　精密度与加标回收试验

向海水样品中添加不同质量浓度的孔雀石绿

和无色孔雀石绿混合标准溶液 ,作精密度与加标回

收试验 ,结果见表 1。

表 1　精密度与加标回收试验结果 ( n = 6)

加标量

ρ/ (μg·L - 1 )
化合物

回收率 /%

1 2 3 4 5 6

平均回收率

/%

RSD

/%

0. 2 孔雀石绿 106 104 115 96. 3 96. 3 101 103 7. 0

无色孔雀石绿 108 108 114 96. 4 100 100 104 6. 3

2. 0 孔雀石绿 87. 2 83. 5 89. 6 88. 0 92. 8 88. 1 88. 2 3. 4

无色孔雀石绿 90. 1 80. 2 80. 5 92. 5 99. 5 94. 8 89. 6 8. 7

10. 0 孔雀石绿 97. 8 102 105 99. 4 94. 2 94. 4 98. 8 4. 3

无色孔雀石绿 90. 3 92. 5 95. 6 89. 8 86. 9 91. 6 91. 1 3. 2

　　试验中曾用乙腈提取加标水样中的孔雀石绿 ,

结果浓缩物颜色几乎透明无色 ,回收率极低。添加

二氯甲烷后 ,浓缩物颜色变成浅绿色 ,回收率也大

大提高。加入二甘醇有助于水体分层。

2. 4　色谱图

0. 1 mg/L孔雀石绿和无色孔雀石绿混合标准

溶液和加标海水样的色谱峰见图 1、图 2。在

588 nm处 ,孔雀石绿约 6. 0 m in出峰。无色孔雀石

绿的最大吸收波长为 267 nm,由于背景干扰严重 ,

须在色谱柱中洗脱 ,再经柱后氧化柱 ,发生氧化还

原反应后生成孔雀石绿 ,在约 8. 6 m in处出峰。两

者保留时间一致 ,峰形尖锐、对称 ,附近无干扰峰。

图 1　孔雀石绿和无色孔雀石绿标准色谱峰

图 2　加标海水样色谱峰

2. 5　样品测定

采用该方法测定大连市南部海域、普兰店市和

瓦房店市室内工厂化养殖水体中的孔雀石绿和无

色孔雀石绿 , 8份海水样均未检出。

3　结论

采用高效液相色谱法测定海水中的孔雀石绿

和无色孔雀石绿 ,样品前处理简单易行 ,精密度与

准确度均符合要求 ,可应用于水产品中孔雀石绿和

无色孔雀石绿的检测 ,以及养殖过程中其使用情况

的全面监控。
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