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(57)摘要

本申请公开了一种检测孔雀石绿的方法，包

括：a)提供动物肌肉组织匀浆；b)向动物肌肉组

织匀浆中加入试剂1、试剂2和磁性材料，混合后

通过施加外界磁场实现动物组织匀浆溶液的固

液分离，得到上清液；c)对所述上清液中孔雀石

绿进行检测。本申请还公开了一种包括上述试剂

1、试剂2和磁性材料的试剂盒以及试剂盒在检测

孔雀石绿的方法中的应用。本申请提供了一种混

合溶液提取，磁性分离的快速相分离、十八烷基

键合硅胶颗粒净化、采用肉眼直接测定动物肌肉

组织中孔雀石绿的方法，该方法的前处理简便、

高效、节省溶剂，灵敏度高和成本低。
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1.一种检测孔雀石绿的方法，其特征在于，包括：

a)提供动物肌肉组织匀浆；

b)向所述动物肌肉组织匀浆中加入试剂1、试剂2和磁性材料，混合后通过施加外界磁

场实现动物组织匀浆溶液的固液分离，得到上清液；

c)对所述上清液中孔雀石绿进行检测。

2.根据权利要求1所述的方法，其特征在于，所述试剂1为缓冲液。

3.根据权利要求1所述的方法，其特征在于，所述试剂2为乙腈；

优选地，按照重量份数计，所述磁性材料包括3-5份的CaCl2、3-5份的中性氧化铝和1-2

份的Fe3O4；

优选地，所述外界磁场包括由铁磁体产生的磁场或者电流产生的磁场；

优选地，在所述步骤c)中，还包括向所述上清液中加入二氯二腈基苯醌溶液；

优选地，在所述步骤c)中，还包括向所述上清液中加入十八烷基键合硅胶颗粒；

优选地，在所述步骤c)中，还包括浓缩所述上清液浓缩以去除溶剂，加入复溶液溶解浓

缩物，然后用胶体金免疫层析试纸条进行检测。

4.根据权利要求2所述的方法，其特征在于，所述缓冲液的配制方法包括：

将对甲苯磺酸、盐酸羟胺和乙酸铵溶解于水中，用氢氧化钠溶液调节pH至4-5，得到所

述缓冲液，其中，在所述缓冲液中，所述对甲苯磺酸的浓度为5-15mg/ml，所述盐酸羟胺的浓

度为0.1-0.3mg/ml，所述乙酸铵的浓度为0.2-0.6mg/ml，所述碱性溶液的浓度为3-5mol/L。

5.根据权利要求1所述的方法，其特征在于，所述复溶液的配制方法包括：将氯化钠、氯

化钾、磷酸二氢钾、十二水合磷酸氢二钠、吐温-20溶解于水中，用酸性溶液调节pH至7-8得

到所述复溶液，其中，在所述复溶液中，所述氯化钠的浓度为9-10g/L，所述氯化钾的浓度为

0.2-0.3g/L，所述磷酸二氢钾的浓度为0.2-0.3g/L，所述十二水合磷酸氢二钠的浓度为2-

3g/L，所述吐温-20的浓度为0.3-0.7ml/L。

6.一种试剂盒，其特征在于，包括：权利要求1-5中任一项所述的试剂1、试剂2和磁性材

料。

7.根据权利要求6所述的试剂盒，其特征在于，还包括二氯二腈基苯醌溶液。

8.根据权利要求6所述的试剂盒，其特征在于，还包括十八烷基键合硅胶颗粒。

9.根据权利要求6所述的试剂盒，其特征在于，还包括权利要求9或10所述的复溶液以

及胶体金免疫层析试纸条。

10.根据权利要求6-9中任一项所述的试剂盒在检测孔雀石绿的方法中的应用。
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一种检测孔雀石绿的方法、一种基于磁分离前处理的试剂盒

及其应用

技术领域

[0001] 本申请涉及一种检测孔雀石绿的方法、一种基于磁分离前处理的试剂盒及其应

用，属于分析检测领域。

背景技术

[0002] 随着人民的生活水平的不断提高，动物源性食品的消费量越来越大。为了满足不

断增长的消费需求，提高动物的养殖产出，人们在其养殖过程中加入很多禁限用药物，以保

证其存活率，如孔雀石绿。养殖过程中所涉及的药物会通过食物链在生物体内累积浓缩并

最终传递到人体，对人的食用安全带来了潜在危害。孔雀石绿是一种化工产品，不仅具有高

毒、高残留特点，还可以致畸、致癌和致突变。自2002年起，我国就将孔雀石绿列入《食品动

物禁用的兽药及其化合物清单》中，在动物性食品中不得检出，在我国农业行业标准《无公

害食品渔用药物使用准则》(NY  5071-2002)中将孔雀石绿列为水产养殖禁用药物。但是由

于孔雀石绿具有价格低、效果好，其在水产等各种动物的养殖环节中的应用仍然是屡禁不

止。虽然动物体内孔雀石绿的分析方法有高效液相色谱(HPLC)、高效液相色谱三重四级杆

串联质谱(HPLC-MS/MS)、酶联免疫检测方法、胶体金免疫层析快速检测方法等检测方法，但

由于动物组织样品的脂肪和蛋白质等干扰物质含量高，导致样品制备方法复杂：需采用溶

剂萃取、离心分离、固相萃取净化等多种前处理技术进行纯化、富集。因此，亟需要一种简

单、高效且成本低廉的孔雀石绿的检测方法。

发明内容

[0003] 根据本申请的第一个方面，提供了一种检测孔雀石绿的方法，该方法克服了现有

的方法前处理过程步骤多、耗时长的缺点，基于溶剂处理能够使动物肌肉组织匀浆中蛋白

质变性成团并将磁性材料包裹在内，在外界磁场作用下可以实现固液分离的原理，提供了

一种混合溶液提取，磁性分离的快速相分离、采用肉眼直接测定动物肌肉组织中孔雀绿的

方法，该方法的前处理简便、高效、节省溶剂、灵敏度高和成本低。

[0004] 所述检测孔雀石绿的方法，其特征在于，包括：a)提供动物肌肉组织匀浆；b)向所

述动物肌肉组织匀浆中加入试剂1、试剂2和磁性材料，混合后通过施加外界磁场实现动物

组织匀浆溶液的固液分离，得到上清液；c)对所述上清液中孔雀石绿进行检测。

[0005] 作为一种优选的实施方式，所述试剂1为缓冲液。

[0006] 优选地，所述试剂2为乙腈。

[0007] 优选地，所述缓冲液的配制方法包括：将对甲苯磺酸、盐酸羟胺和乙酸铵溶解于水

中，用碱性溶液调节pH至4-5，得到所述缓冲液，其中，在所述缓冲液中，所述对甲苯磺酸的

浓度为5-15mg/ml，所述盐酸羟胺的浓度为0.1-0 .3mg/ml，所述乙酸铵盐的浓度为0.2-

0.6mg/ml，所述碱性溶液的浓度为3-5mol/L。

[0008] 具体地，所述缓冲液的配制方法包括：将对甲苯磺酸、盐酸羟胺和乙酸铵溶解于水
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中，用4mol/L氢氧化钠溶液调节pH至4.5，得到所述缓冲液，其中，在所述缓冲液中，所述对

甲苯磺酸溶液的浓度为10.32mg/ml，所述盐酸羟胺的浓度为0.2mg/ml，所述乙酸铵的浓度

为0.4mg/ml。

[0009] 本申请中，“磁性材料”，是指可用于待检肌肉组织匀浆中提取目标物过程中，在使

用包括乙腈和缓冲液的溶剂时，能将待检肌肉组织匀浆中蛋白质变性成团，磁性材料包裹

在蛋白质变性物质团内形成磁性待检样品固体部分，在外界磁场作用下实现固液分离的磁

性物质。在本申请中，所述磁性材料包括但不限于按照重量份数计的3-5份CaCl2，3-5份中

性氧化铝，1-2份Fe3O4。

[0010] 具体地，所述磁性材料包括按照重量份数计的4份CaCl2，4份中性氧化铝，1份

Fe3O4。其中，中性氧化铝可以通过吸附去除匀浆中的脂肪。

[0011] 优选地，所述外界磁场包括但不限于由铁磁体产生的磁场或者电流产生的磁场。

[0012] 作为一种优选的实施方式，在所述步骤c)中，还包括向所述上清液中加入二氯二

腈基苯醌溶液。当孔雀石绿进入生物体内，会产生具有更强危害的隐色孔雀石绿，在本申请

中，通过添加二氯二腈基苯醌溶液，可以将上清液中的隐色孔雀石绿氧化成孔雀石绿，从而

提高检测准确度。

[0013] 作为一种优选的实施方式，在所述步骤c)中，还包括向所述上清液中加入十八烷

基键合硅胶颗粒，以进一步通过吸附去除上清液中的蛋白质、脂肪和其他杂质。

[0014] 作为一种优选的实施方式，在所述步骤c)中，还包括浓缩所述上清液浓缩以去除

溶剂，加入复溶液溶解浓缩物，然后用胶体金免疫层析试纸条进行定性分析。

[0015] 优选地，所述复溶液的配制方法包括：将氯化钠、氯化钾、磷酸二氢钾、十二水合磷

酸氢二钠、吐温-20溶解于水中，用酸性溶液调节pH至7-8得到所述复溶液，其中，在所述复

溶液中，所述氯化钠的浓度为9-10g/L，所述氯化钾的浓度为0.2-0.3g/L，所述磷酸二氢钾

的浓度为0.2-0.3g/L，所述十二水合磷酸氢二钠的浓度为2-3g/L，所述吐温-20的浓度为

0.3-0.7ml/L。

[0016] 具体地，将氯化钠、氯化钾、磷酸二氢钾、十二水合磷酸氢二钠、吐温-20溶解于水

中，用酸性溶液调节pH至7.4得到所述复溶液，其中，在所述复溶液中，所述氯化钠的浓度为

8g/L，所述氯化钾的浓度为0.2g/L，所述磷酸二氢钾的浓度为0.27g/L，所述十二水合磷酸

氢二钠的浓度为2.87g/L，所述吐温-20的浓度为0.5ml/L。

[0017] 根据本申请的第二个方面，提供了一种试剂盒，其特征在于，包括：根据本申请的

第一个方面提供的试剂1、试剂2和磁性材料。

[0018] 作为一种优选的实施方式，所述试剂盒还包括二氯二腈基苯醌溶液。

[0019] 作为一种优选的实施方式，所述试剂盒还包括十八烷基键合硅胶颗粒。

[0020] 作为一种优选的实施方式，所述试剂盒还包括根据本申请的第一个方面所述的复

溶液以及胶体金免疫层析试纸条。

[0021] 所述胶体金免疫层析试纸条上具有硝酸纤维素膜，所述硝酸纤维素膜包被有检测

线和质控线，所述检测线含有孔雀石绿抗原，所述质控线含有能够与孔雀石绿抗原特异性

结合的抗体；

[0022] 若检测线显色比质控线深或一样深，则为阴性，表示基质中孔雀石绿的浓度低于

检测限；
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[0023] 若检测线显色比质控线浅，或检测限呈绿色，则为阳性，表示基质中孔雀石绿的浓

度高于检测限；

[0024] 若质控线未显色，则判断为操作不当或所述胶体金免疫层析试纸条失效。根据本

申请的第三个方面，还提供了本申请的第二个方面所述的试剂盒在检测孔雀石绿的方法中

的应用。

[0025] 本申请能产生的有益效果包括：

[0026] 1)本申请基于溶剂处理(诸如乙腈和乙酸盐缓冲液)能够使肌肉组织匀浆基质中

蛋白质变性成团并将四氧化三铁磁性颗粒包裹在内，在外界磁场作用下可以实现固液分离

的原理，提供了一种混合溶液提取，磁性分离的快速相分离、十八烷基键合硅胶颗粒净化、

采用肉眼直接测定动物肌肉组织中孔雀石绿的方法，该方法的前处理简便、高效、节省溶

剂，灵敏度高和成本低。

[0027] 2)本申请提供了一种基于磁分离的动物肌肉组织中孔雀石绿样品前处理试剂盒，

样品前处理所用试剂价格便宜、容易获得，无需用固相萃取小柱进行样品净化，成本低廉；

该试剂盒将所需试剂整合于一个前处理试剂盒内便于携带和储存。

附图说明

[0028] 图1为本申请一种实施方式中的阳性鱼糜测定结果。

具体实施方式

[0029] 下面结合实施例详述本申请，但本申请并不局限于这些实施例。

[0030] 如无特别说明，本申请的实施例中的原料均通过商业途径购买，使用仪器检测采

用厂家推荐的条件和参数。

[0031] 实施例中，胶体金免疫层试纸条为基于孔雀石绿单克隆抗体制备的试纸条，购于

杭州南开日新生物技术有限公司。

[0032] 实施例1

[0033] (1)、试剂配制：

[0034] 缓冲液：称取对甲苯磺酸5.16克，盐酸羟胺0.1克，乙酸铵0.2克，加水溶解，定容至

500mL，用4mol/L氢氧化钠调节pH至4.5。

[0035] Fe3O4磁性材料：1g  CaCl2，1g中性氧化铝，250mg  Fe3O4。

[0036] 复溶液：称取8.00g氯化钠，0.20g氯化钾，0.27g磷酸二氢钾及2.87g十二水合磷酸

氢二钠溶解于900mL水中，加入0.5mL吐温-20，用水稀释至1L，混匀，用盐酸调节pH为7.4。

[0037] (2)、制备：动物解剖、肌肉组织匀浆，-20℃冰箱中低温保存；

[0038] (3)、提取：称取5克肌肉糜样品于具盖离心试管中，依次加入1ml缓冲液和5ml乙

腈，充分浸润，振荡，加入2.25克Fe3O4磁性材料混合物，振荡混匀，在外界磁铁作用下快速相

分离，将上清液过0.22μm有机针式滤膜，待净化；

[0039] (4)、净化：移取2.5mL样品提取液上清液于离心管中，100μL浓度为0.001mol/L的

二氯二氰基苯醌溶液，震荡混匀后加入300mg十八烷基键合硅胶颗粒(C18颗粒)，氮吹浓缩，

加入0.2mL复溶液溶解残杂。

[0040] (5)向放置有胶体金颗粒的金标微孔中滴加100Μl上述复溶液，混匀后，滴加至胶
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体金免疫层析试纸条进行肉眼直接检测。

[0041] 实施例2

[0042] 分别在空白鱼样品中添加孔雀石绿，得到浓度分别为1，2，4μg/kg的孔雀石绿标

样，按照实施例1中所述方法提取、净化后检测，肉眼直接测定，重复6次，其结果如表1所示；

其中，2μg/kg的孔雀石绿标样的肉眼可视化测定结果如图1所示，与空白质控样品对比显

示，孔雀石绿标样中T线颜色浅于空白质控样品T线颜色，结果呈阳性。

[0043] 表1

[0044]

[0045] +阳性

[0046] -阴性

[0047] 结果表明，所建立的方法可靠性很好，能够用于水产品中孔雀石绿快速检测。

[0048] 以上所述，仅是本申请的几个实施例，并非对本申请做任何形式的限制，虽然本申

请以较佳实施例揭示如上，然而并非用以限制本申请，任何熟悉本专业的技术人员，在不脱

离本申请技术方案的范围内，利用上述揭示的技术内容做出些许的变动或修饰均等同于等

效实施案例，均属于技术方案范围内。
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