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基于三维荧光光谱检测水产品中隐性孔雀石绿残留量
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孔雀石绿作为一种化学制剂#因其杀菌性较好$价格便宜以及少量添加不易察觉等特点#一些商家

将其作为杀菌剂在水产品中使用%然而#因孔雀石绿代谢产物隐性孔雀石绿具有稳定性以及高毒性的化学

性质#其已被我国列为禁用药物%该研究深入讨论了如何使用三维荧光光谱法检测水产品中的隐性孔雀石

绿#利用三维荧光光谱技术#探究隐性孔雀石绿的三维特征#并进一步分析其荧光强度与
S

,

变化关系#以

研究其最佳检测环境%最后针对鱼肉样品进行荧光光谱检测#以讨论三维荧光光谱技术的可行性%为三维荧

光光谱法检测水产品中隐性孔雀石绿进行积累数据和奠定基础%经初步实验可以得出(隐性孔雀石绿乙醇

溶液荧光强度最高峰值在激发波长
#&"N3

!发射波长
#''N3

处#隐性孔雀石绿甲醇溶液荧光强度最高峰值

在激发波长
#&(N3

!发射波长
#''N3

处"且在
S

,%

的环境中检测效果最为明显%针对鱼肉样品的检测结果

表明(隐性孔雀石绿浓度和荧光强度呈良好线性关系#经计算得到加标回收率为
+T$T'!

#证明实验结果有

较好的稳定性%因此水产品中的隐性孔雀石绿可以通过三维荧光光谱技术准确快速的进行检测%
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水产品因其营养和药用价值被人们广泛接受#我国
&()*

年的水产品年产量已超过
%(((

万吨%然而#在如此巨大的

消费量和产量下却存在着一个重大问题#即有个别不法商家

使用国家禁用药物孔雀石绿作为杀菌剂%

孔雀石绿)
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"分子式(
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是一种三苯甲烷类物质&

)

'

%作为一种工业染料&

&

'

#因其具有

良好的杀菌能力#被用于水产品的养殖和保鲜%

&

#

'但据相关

研究人员表明#孔雀石绿及隐性孔雀石绿对哺乳动物组织具

有不可逆的损伤#故而许多国家都将孔雀石绿列为水产养殖

禁用药物%

!!

孔雀石绿化学性质不稳定#在进入动物机体后#会快速

代谢成相对稳定的具有亲脂性的无色隐性孔雀石绿)
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WB9

可轻易地

透过动物组织的间隙#且
WB9

本身具有高毒性#对哺乳动

物有致癌$致畸等危害#因其亲脂性和不易分解的特点#

WB9

易在人体内积蓄#对人类健康会产生长期的威胁&

"

'

%

因此#研究一种针对水产品中
B9

及
WB9

残留的方便快捷

的检测方法具有重要意义%

图
G

!

孔雀石绿分子结构图
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图
K

!

隐性孔雀石绿分子结构图
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经过科研人员的不断研究#国际市场上已有多种检测方

案#较为常见的有高效液相色谱法&

'

'

$紫外光谱法&

T

'

#此外



还有检测精度较高的分子印迹技术&

%

'

$表面增强拉曼光谱技

术&

*

'

$传感器检测法&

+

'等"然而高效液相色谱法虽然应用

广#但检测周期长$操作复杂#紫外光谱法检出限较高#测

定结果易受实际样品中基体干扰&

T

'

#分子印迹技术和表面增

强拉曼光谱技术特异性强但检测成本高#前期准备复杂%相

比之下#三维荧光光谱检测法有低成本$方便快捷等优势#

但由于
B9

荧光性弱#该方法进展缓慢%

不过#虽然
B9

为弱荧光物质#但
B9

在动物体内代谢

物
WB9

荧光性强#且易在鱼类脂肪中积累%通过三维荧光

光谱检测法#可快速精准$高效简便的检测
WB9

的含量#

由此分析出水产品是否被非法添加
B9

%其便捷性$低成本$

易操作的特点可以满足我国的检测需要%本文将围绕三维荧

光光谱检测技术#讨论
WB9

的最佳检测条件及其可行性#

旨在提供一种针对水产品中
B9

和
WB9

残留的检测新思

路%

)

!

实验部分

GHG

!

材料和仪器

WB9

标准品)纯度
%

+*!

#阿拉丁试剂)上海*有限公

司*"乙醇$甲醇$柠檬酸$磷酸氢二钠$甘氨酸$氢氧化钠

)北京化工厂*"新鲜龙利鱼切片)长春前进广场沃尔玛超

市*"去离子水%

天津拓普
C.V7&*

型荧光分光光度计)光源为
)'(C

氙

灯#激发波长范围
&&(

$

%T(N3

#发射波长范围
&&(

$

%T(

N3

*%

GHK

!

方法

)$&$)

!

WB97

乙醇和
WB97

甲醇溶液的三维荧光光谱测定

准确称取两份
($'

K

WB9

标准品#分别以乙醇$甲醇为

溶剂配制成
)3

K

-

3W

c)

WB97

乙醇和
WB97

甲醇溶液各
'((

3W

%

取
&3W

待测液于比色皿内#置于光谱仪中"选定发射

光谱扫描#设置发射狭缝$激发狭缝$发射单色器波长范围

等参数"在激发波长
&+'

$

##(N3

范围内对储备液进行三维

荧光光谱测量"整合数据#制作三维荧光光谱%

)$&$&

!

WB97

乙醇和
WB97

甲醇溶液的最佳检测条件的测定

分别配制
S

,

值为
#$*

#

"$&

#

"$T

#

'$(

#

'$"

#

'$*

#

T$&

#

T$T

#

%$(

#

%$"

和
*$(

的磷酸二氢钠
7

柠檬酸缓冲液#以及

*$T

#

+$(

#

+$"

#

+$*

#

)($&

的甘氨酸
7

氢氧化钠缓冲液各
'(

3W

#作为梯度缓冲液保存%

分别取
WB97

乙醇和
WB97

甲醇溶液
&3W

#加入
)*3W

某
S

,

值缓冲液#溶液变为浑浊#摇匀#溶液成乳白色%参考

此方法配制系列
S

,

值
WB97

乙醇和
WB97

甲醇溶液共
#"

份#密封保存%

调整光度计各项参数#设置激发波长为
#&(N3

#分别对

系列
S

,

的
WB9

溶液和缓冲液进行荧光光谱检测#得到数

据并保存"以
S

,

值为
@

轴#荧光峰峰值强度)

4ND6NA4D

X

*为
:

轴#制作荧光峰峰值强度随
S

,

变化曲线%

)$&$#

!

稳定性分析

将浓度为
)3

K

-

3W

c)的
WB97

乙醇标准储备液#用乙

醇稀释为浓度
)

#

($*

#

($T

#

($"

#

($&

#

($)

和
($()3

K

-

3W

c)的系列浓度乙醇稀释液%密封保存"用
S

,%$(

的缓冲

液将系列浓度的稀释液准确稀释
)(

倍#配制成浓度为
($)

#

($(*

#

($(T

#

($("

#

($(&

#

($()

和
($(()3

K

-

3W

c)的系列浓

度标准稀释液"调整光谱仪各项参数#设置激发波长为
#&(

N3

对系列浓度的标准稀释液进行测量#得到数据并保存#

以
WB9

标准溶液的浓度)

3

K

-

3W

c)

*为
@

轴#以平均峰值

作为
:

轴#制作
WB9

的标准曲线%

)$&$"

!

对鱼肉样品的测定

在无菌条件下#将龙利鱼鱼肉分割成若干份长宽高约为

&(33h)(33h&33

的长方体#分别用浓度为
($)

#

($(*

#

($("

#

($(&

和
($()3

K

-

3W

c)的不同浓度的
WB97

乙醇稀释

液浸泡十分钟#并取一份用酒精浸泡十分钟作为空白对照

组%调整光谱仪各项参数#设置激发波长为
#&(N3

对各组

鱼肉样品进行测量#每组测量三次#并保存数据#以
WB97

乙醇稀释液的浓度为
@

轴#以荧光峰平均峰值作为
:

轴#制

作鱼肉样品荧光峰平均峰值的标准曲线%

&

!

结果与讨论

KHG

!

VCU

的三维荧光光谱分析

分析整理实验
)$&$)

的数据#得到
WB97

乙醇溶液三维

荧光光谱图#如图
#

所示"

WB97

甲醇荧光光谱图#如图
"

所

示%

图
N

!

VCU7

乙醇溶液三维荧光光谱图
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,

HN

!

"?(&&708>&*/8-*#%.%2-(&/)&*)&/

:

&)+(#

-.VCU7&+?#*-%/-%2+8-*
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由实验结果可知#在发射波长
#"(

$

""(N3

$激发波长

&+(

$

##(N3

的范围内#

WB97

乙醇溶液有一个明显的荧光

峰
S

6;H)

)激发波长
#&(

$

#&TN3

!发射波长
#'(

$

#T&N3

*#

最高峰值
3;\)

在激发波长
#&"N3

!发射波长
#''N3

处%

WB97

甲醇溶液同样有且只有一个荧光峰
S

6;H&

)激发波

长
#)%

$

#&#N3

!发射波长
#"&

$

#T&N3

*#最高峰值
3;\&

在

激发波长
#&(N3

!发射波长
#''N3

处%

乙醇和甲醇也具有各自的荧光峰#其中乙醇荧光性弱#

对本实验干扰可忽略#甲醇有两个荧光峰#分别位于
&&'

!

#'(N3

和
&'(

!

#%'N3

处#与
S

6;H&

的位置没有冲突#故而

可以判定
S

6;H)

和
S

6;H&

为
WB9

的荧光峰#可作为进一步

讨论依据%

+%")
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图
M

!

VCU7

甲醇溶液三维荧光光谱图
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,

HM

!

"?(&&708>&*/8-*#%.%2-(&/)&*)&/

:

&)+(#

-.VCU7>&+?#*-%/-%2+8-*

KHK

!

:

3

变化对
VCU

荧光效果影响

WB9

在不同的
S

,

环境中所呈现的荧光峰强度和效果

不尽相同#通过实验
)$&$&

整理得到的荧光峰峰值强度平均

值随
S

,

变化曲线#来探究
WB9

的最佳检验
S

,

环境%

图
P

!

VCU7

乙醇溶液荧光峰峰值强度平均值随
:

3

变化曲线

<8

,

HP

!

"?&)2(O&-.+?&#O&(#

,

&.%2-(&/)&*)&

:

&#̂ 8*+&*/8+

1

-.

VCU7&+?#*-%/-%2+8-*A8+?+?&)?#*

,

&-.

:

3O#%2&

图
!

!

VCU7

甲醇溶液荧光峰峰值强度平均值随
:

3

变化曲线

<8

,

H!

!

"?&)2(O&-.+?&#O&(#

,

&.%2-(&/)&*)&

:

&#̂ 8*+&*/8+

1

-.

VCU7>&+?#*-%/-%2+8-*A8+?+?&)?#*

,

&-.

:

3O#%2&

!!

检测得#实验所用缓冲液基本无荧光#可忽略其荧光影

响%因此可以判定本实验所用缓冲液只能提供不同
S

,

环

境#而对
WB9

的检测无影响%

!!

由图
'

和图
T

可得#

WB97

乙醇和
WB97

甲醇溶液荧光强

度在
S

,

值
#$"

$

)($"

范围内有一个峰#且在
S

,%$(

时达

到最高#可以判定#

WB97

乙醇和
WB97

甲醇溶液均在
S

,%

的环境中最适合荧光光谱检测%淡水养殖池塘的水体
S

,

一

般在
%

$

*$'

左右&

)(

'

#该环境下
WB9

有较强的荧光效果#故

而用荧光光谱检测法检测水产品中的
WB9

有良好的适应

性#无需对待测样品进行繁琐的前期处理%

KHN

!

稳定性分析

为进一步验证荧光峰强度和
WB9

浓度的关系#设计实

验
)$&$#

#收集数据#以
WB9

标准溶液的浓度)

3

K

-

3W

c)

*

为
@

轴#以平均峰值作为
:

轴#制作并得到
WB9

的标准曲

线)图
%

*#得到回归方程
:

g"+)$%*(*&@e%$&&"TT

#相关

系数
Eg($+%(*%

#根据线性拟合的相关系数
E

可知#

WB9

浓度和荧光峰强度具有良好的线性关系#因此#可以说明

WB9

的荧光光谱检测法有较好的稳定性#可以用于
WB9

浓

度的测定#计算得回收率为
+"$'"T!

#这表明三维荧光光谱

法检测
WB9

有较高的精度%

图
Q

!

VCU

标准曲线

<8

,

HQ

!

;+#*0#(0)2(O&-.VCU

KHM

!

鱼肉检测分析

在确定了
WB9

的荧光峰位置和荧光效果与
S

,

的关系

后#设计实验
)$&$"

对鱼肉样品在中性环境中进行检测#以

进一步验证本检测方法的可行性%整理实验数据制作鱼肉样

品荧光强度随隐性孔雀石绿浓度变化的标准曲线)图
*

*#得

到回归方程
:

g#)#$)+))#@e#$#()'"

#相关系数
Eg

($+*+%%

#由相关系数可知(鱼肉样品中
WB9

浓度和荧光

峰强度具有良好的线性关系#因此#三维荧光光谱检测法可

以检测鱼肉样品中
WB9

#并分析其浓度%计算得鱼肉样品的

回收率为
+T$T'!

#表明三维荧光光谱法对鱼肉样品中
WB9

的含量检测有较好的灵敏性#更加证明了该方法的可行性%

!!

相比于应用广泛的高效液相色谱法&

))

'

)回收率
TT$()!

$

%T$#"!

*及其衍生方法#如柱前电化学衍生法&

)&

'

$液质联

用法&

)#

'

$液相色谱
7

紫外荧光法&

)"

'等#三维荧光光谱检测法

有较为可观的精度和操作简单的优势#而对比与以高精度为

特点的分子印迹技术&

%

'

$传感器检测&

+

'

$

@5/6

量子点表面

(*")
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