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摘要：为实现水产品中孔雀石绿以及结晶紫残留的快速检测，建立了一种水产品中孔雀石绿以及结晶紫残留的表面增强拉曼光

谱（SERS）快速检测方法。该方法通过乙腈提取、石油醚净化、硼氢化钾还原以及二氯二氰苯醌（DDQ）氧化等四步获取提取液，

并通过单因素实验，确定了胶体金、提取液以及促凝剂的加入量。经研究，孔雀石绿拉曼特征位移为 795、39、1215、1610 cm-1，结

晶紫拉曼特征位移为 795、939、1610 cm-1，根据其拉曼光谱特征峰及其强度，对孔雀石绿和结晶紫进行定性快速测定。结合检出概

率模型（POD），确定出孔雀石绿及结晶紫的虾、蟹类检出限为 1.00 μg/kg，鱼、贝类检出限为 0.50 μg/kg，灵敏性≥95%，特异性≥95%，

假阴性≤5%，假阳性≤5%符合了快速检测定性的要求。该方法操作简单、快速准确，从样品前处理到结果显示仅需 40 min，可用于水

产品中的孔雀石绿和结晶紫的现场快速检测。 
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Abstract: In order to realize the rapid detection of malachite green and crystal violet residues in aquatic products, a rapid surface enhanced 

Raman spectroscopy method (SERS) for malachite green and crystal violet residues in aquatic products was established. By means of 

acetonitrile extraction, petroleum ether purification, potassium borohydride reduction and DDQ oxidation, the amount of colloidal gold, extract 

and coagulant was determined. The Raman characteristic displacement of malachite green was 795, 939, 1215, 1610 cm-1. The Raman 

displacement of crystal violet was 795, 939, 1610 cm-1. According to its Raman spectrum characteristic peak and its intensity, the malachite 

green and crystal violet were determined qualitatively and rapidly. Combined with the detection probability model (POD), the detection limit of 

malachite green and crystal violet shrimp and crab was determined to be 1.00 μg/kg, the detection limit of fish and shellfish is 0.50 μg/kg, 

sensitivity ≥95%, specific ≥95%, false negative ≤5%, false positive ≤5%, which meets the qualitative requirements of rapid testing. The method 

is simple, rapid and accurate. It only takes 40 minutes from sample pretreatment to result display. It can be used for the on-site rapid detection of 

malachite green and crystal violet in aquatic products. 
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孔雀石绿和结晶紫均为人工合成的三苯甲烷类碱

性染料，主要用于防治水霉病，自 20 世纪 30 年代起

就被广泛用于渔业生产中[1,2]。但研究发现，这两种人

工合成染料，不论是对人还是对动物，都具有较高的

致癌性[3]。中国对水产养殖中添加该类药物是严格禁

止的[4]，同时欧盟也规定禁止添加该类药物，并且评

估了孔雀石绿及其主要代谢物隐色孔雀石绿在水产品

中限量 2 μg/L 不存在健康问题[5]。虽然国内外都明令

禁止孔雀石绿和结晶紫在水产养殖中的应用，但因其

抗菌效果良好，价格低廉，在水产养殖中仍有违规使

用的情况[6]。 
目前孔雀石绿和结晶紫检测与水产相关的方法已

非常成熟，常见方法有液相色谱法[7]、液相色谱-串联

质谱[8]，这类方法结果准确，有较高的灵敏度，但受

制于仪器条件，有检测成本过高、检验周期较长的缺

陷。为了满足养殖场以及现场监管的需求[9]，快检方

法就是针对这些缺陷提出的新的解题思路。现在较为

成熟的快检法是胶体金免疫盒试剂法[10]。我国国家标

准规定液相色谱法方法检出低限为 0.50 μg/kg，胶体

金免疫盒试剂法为 2 μg/kg，现有的快速检测低限相对

于实验室方法仍有提升的空间。 
拉曼光谱法是近年来新兴流行的快速检测方法。

拉曼检测是利用拉曼效应对样品进行无损检测的一种

方法，它的优点在于快速高效，但其缺点是灵敏度较

低。表面增强拉曼技术是对其这一缺点的有效弥补，

在提高效率的同时增加了灵敏度[11]。因为其操作步骤

简单的特性，表面增强拉曼光谱技术方便设于口岸等

现场监管机构，达到即到即测的目的，也可以用于对

市场上的水产品进行现场监控，缩短检测时间以及减

少采样量，让商家和消费者双方都能受益。经文献调

研，目前拉曼快检方法对于孔雀石绿的检测对象仅针

对水产品养殖水[12]，未发现有针对水产品基质的研

究，也未发现有同时检测孔雀石绿和结晶紫的研究。 
本文采取一种简便又高效的表面增强拉曼前处理

方法，相较现有的快速检测方法而言，可同时检测孔

雀石绿和结晶紫，且在鱼和贝类基质中均达到了常规

国家标准方法的检出低限。同时它也拥有常规检测不

具备的简单、高效、低损耗、成本低的特点。同时本

方法采用了新型的检出概率模型（Probability of 
Detection，POD 模型）来验证方法。POD 模型既可以

被用于对快速检测中定量数据的准确性的考察，也可

被用作定性分析的验证。因为该实验方法只需要定性

实验结果，所以只研究了定性模型。POD 通过浓度对

检测方法的灵敏度、特异性、假阳性、假阴性以图形

可视化分析，它是协调了定量和定性方法验证之间的

统计概念和参数并提供相应曲线的图形表示工具[13]。

本方法通过检出概率模型，确定了虾、蟹 1.00 μg/kg
和鱼、贝 0.50 μg/kg 的检出限。该方法操作简单、快

速准确，可同时实现水产品中的孔雀石绿和结晶紫的

现场快速检测分析。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

SEED 3000 便携式拉曼光谱仪，上海如海光电科

技有限公司；Eppendorf 5810R 离心机，德国 Eppendorf
公司；VORTEX-GENIE2 涡旋混合器，美国 Scientific 
Industries 公司；Elmasonic P 超声震荡器，德国 Elma
公司；JEM-1400 透射电子显微镜，日本电子株式会社；

Uv-2600 紫外-可见分光光度计，日本岛津公司；金纳

米粒子，上海如海光电科技有限公司；促凝剂（1 mol/L
碘化钾），上海安谱实验科技股份有限公司；孔雀石

绿以及隐色孔雀石绿（工业品），上海安谱实验科技

股份有限公司；结晶紫以及隐色结晶紫（工业品），

上海安谱实验科技股份有限公司；乙酸乙酯（分析纯），

上海安谱实验科技股份有限公司；二氯二氰苯醌 DDQ
（分析纯），上海安谱实验科技股份有限公司；硼氢

化钾（分析纯），上海安谱实验科技股份有限公司；

石油醚 60 ℃~90 ℃（分析纯），上海安谱实验科技股

份有限公司；氯金酸（分析纯），上海国药集团化学

试剂有限公司；柠檬酸三钠（分析纯），上海安谱实

验科技股份有限公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  金纳米粒子的合成 
金纳米离子参考 Frens 法[14]合成。在 100 mL 圆底

烧瓶中加入聚四氟乙烯磁力搅拌子和 50 mL 的 0.01%
氯金酸溶液，将圆底烧瓶中溶液加热至沸腾后迅速加

入 0.40 mL 的 1%柠檬酸三钠水溶液，保持沸腾状态，

加热回流 30 min 即可制得金纳米粒子，反应结束后冰

浴冷却，装入棕色试剂瓶中保存待用。粒子制备完成

后用紫外-可见分光光度计测试粒子最大吸收波长，透

射电子显微镜分析粒子形貌。 
1.2.2  标准溶液制备 
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分别准确称取 0.01 g 的孔雀石绿和结晶紫，溶解

于约 3 mL 乙腈中。完全溶解后移至 10 mL 的容量瓶

中，加乙腈至刻度线，摇匀，配得 1000 mg/L 的孔雀

石绿和结晶紫标准溶液。 
1.2.3  样品前处理 

取 1 g 均质后样品于 5 mL 离心管中，加 2 mL 乙

腈和 1 mL 水，摇匀震荡超声 3 min，于 4000 r/min 离

心 3 min。取全部上层清液于 5 mL 离心管，加入 0.10 
mol/L 的硼氢化钾 50 μL，此时有小气泡出现，加 1 mL
的石油醚震荡两分钟，静置后取全部上层清液约 1 mL
于 1.50 mL 离心管。加入 1%二氯二氰基苯醌（DDQ）

50 μL 和 0.01 mol/L 盐酸 200 μL，震荡摇匀，静置后

取适量下层清液于玻璃衬管中待测。 
阳性样品的制备，即将标准品稀释成相应浓度，

加入待测样品，制成相应阳性样品。 
1.2.4  拉曼光谱分析 

玻璃衬管瓶中加入 40 μL 待测液、40 μL 促凝剂、

200 μL 纳米金后，将玻璃衬管瓶放入检测池中，盖上

池盖，等待 5 min；设置检测程序参数：中心波长 785 
nm，激光功率 250 mV，检测时长 1000 ms，平均次数

2 次。运行分析获得待测样品谱图。 
1.2.5  定性 POD 模型建立 

检出概率（POD）被定义为“在给定的分析物水

平或浓度下，给定矩阵的定性方法的阳性结果（P(x)）
的比例”[15]，POD 曲线以图形方式描述了阳性结果的

概率与分析物浓度之间的关系[16]。实验数据的 POD
模型随着浓度变化可使“灵敏度”、“特异性”、“假

阳性”、“假阴性”等性能指标可视化[15]（如图 1）。 

 
图1 POD模型含义 

Fig.1 The meaning of POD model  

确定一个 POD 模型，首先要确定目标物在特定

基质下的最低定性限（LOD），定性标准以仪器同时

能检出一个或几个目标峰，且当有两个以上的峰时必

须都要有响应值为准。与该基质的空白曲线对比，在

低浓度范围各做 40 个重复性实验，根据检出率确定

LOD 值。然后依据空白、1/2LOD、LOD、2LOD 四

个浓度基质样品各做的 40 个重复试验所确定的检出

概率后制图，便可得到可视化的“灵敏度”、“特异

性”、“假阳性”、“假阴性”等性能指标图形。 
1.2.6  数据处理 

数据处理采用 Microsoft Excel 2010，图表的绘制

采用 Origin 9.0 软件。 

2  结果与分析 

2.1  纳米粒子表征 

以金纳米粒子溶胶为 SERS 增强基底，该溶胶外

观呈现酒红色，澄清透明。紫外-可见吸收光谱测试结

果表明该金纳米粒子最大吸收峰为 538 nm 处，如图

2a 所示。 
图 2b 为金纳米增强粒子透射电镜测试结果，图中

显示该金纳米溶胶的粒径分布较为均匀，无团聚现象，

粒子分散性较好。经统计分析，该金纳米粒子中粒子

尺寸分布在 55~60 nm 之间，粒子为椭球状，表面具

有一定粗糙度，具有较强 SPR 效应，可以有效增待测

分子拉曼信号，适合作为 SERS 基底。 
 

 

图2 金纳米粒子基底照片 

Fig.2 Photo of the base of the golden nanoparticles 

注：（a）金纳米粒子紫外-可见吸收光谱图；（b）金纳米

粒子透射电镜图。 

2.2  测试条件优化 

2.2.1  优化纳米金用量 
为了获得孔雀石绿测试时的金纳米溶胶最佳用

量，本研究对样品测试时金纳米溶胶添加量进行了研

究，如图 3 所示。结果表明，在 40 μL 10 μg/L 的孔雀
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石绿溶液里，一定范围内随着金纳米粒子用量的增加，

孔雀石绿拉曼信号响应越强；但当金纳米溶胶添加量

大于 400 μL 时，拉曼信号响应反而有所降低，这是由

于金纳米溶胶添加量过多，待测样液被稀释，孔雀石

绿拉曼信号响应随之下降；当金纳米溶胶添加量为

200~300 μL 之间时，拉曼信号响应差别不大，因此确

定在 40 μL 10 μg/L 的孔雀石绿溶液里，金纳米溶胶的

添加量为 200 μL。 

 
图3 不同金纳米粒子添加量对10 μg/L孔雀石绿标液测试结

果 

Fig.3 Test results of 10 μg/L malachite green with different gold 

nanoparticles 

2.2.2  优化促凝剂种类 
研究确定当金纳米溶胶添加量为 200~300 μL 之

间时，拉曼信号响应差别不大。所以促凝剂的体积确

定为 40 μL，这样总的进样体积就不会超过 300 μL，
待测液的浓度就不会被稀释到响应值受影响的程度。

但不同的无机盐作为促凝剂对具体样品的增强效果有

所不同，这里主要研究了两种促凝剂种类，即 NaCl
和 KI（如图 4）。由图可见，促凝剂 KI 相较于 NaCl，
在相同浓度的孔雀石绿溶液里，可以更有效的增加所

有特征峰的峰强度。 

 
图4 两种促凝剂在20 μg/L孔雀石绿标液测试结果 

Fig.4 Test results of 20 μg/L malachite green marker fluid 

2.2.3  静置时间优化 
在进样时发现，孔雀石绿在最开始的两次检测中

“1610 cm-1”特征峰都未出现，需要一定时间，才会

显现。随着静置时间的延长其特征峰强度增强趋势如

图 5 所示，经研究当样品与促凝剂结合，加入纳米金

后，随时间增长，孔雀石绿的特征峰响应值会趋于增

强，静置 5 min 以后，结果会趋于稳定。 

 
图5 2 μg/kg孔雀石绿在不同静置时间的拉曼强度 

Fig.5 2 μg/kg malachite green at different resting times 

研究中加入适量的含氧离子促凝剂，可以打破溶胶

体系的电离平衡，从而使溶胶颗粒凝聚，这与体系中的

等离子共振条件有直接的关系，可以引起物理效果的增

强[17]。静置时间即为体系达到平衡的时间，也是使物理

增强效果最佳时间。所以为了达到最好的检测结果，选

择连续检测，直至特征峰趋稳后，确定最好的检测时间。

因此，本方法最好的进样静置时间是 5 min。 

2.3  前处理条件优化 

2.3.1  提取试剂的选择  
水产类制品基质复杂，提取试剂的选择是影响检

测结果的重要因素。孔雀石绿和结晶紫是三苯甲烷类

化合物，首先选择乙腈作为提取剂，它能有效的进入

基体组织提取目标物[18]。如图 6a 所示，研究发现对

于不同种类水产基质，检测特征峰的响应值有所区别，

虾类基质的检测结果差别很大。可能是虾肉基质的胶

质原因在超声过程中无法完全分散在乙腈中，因此，

提取过程尝试加水，结果显示，提取试剂为 50%乙腈

水溶液时，三个特征峰的响应值有明显提高。 
为了验证水促进虾基质在提取液中均匀分散作

用，是特征峰响应值升高的原因，用鱼基质做了相同

实验，同样发现三个特征峰拉曼强度提升超过 30%左

右图 6b，说明水不仅起到了分散基质作用，还增强了

基质中待测目标物在提取液中提取效果。 
最后，以纯水、纯乙腈以及三种体积比的水/乙腈

为提取液，如图 6c 可知，乙腈水的混合物做提取剂可

以比单纯的乙腈或水的提取效率都高。当提取液为体

积比为 1:1 的水/乙腈时，它的提取效率最高。但在实

际操作时，体积比 1:1 的水/乙腈在与石油醚萃取的过

程中，产生大量的泡沫，需静置分层并离心。体积比
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为 1:2 的水/乙腈的提取液，静置即可快速分层。所以，

本方法采用的是 1:2 的水/乙腈的提取液。 
 

 

 

图6 不同基质在不同提取机中的特征峰强度 

Fig.6 The characteristic peak intensities of different substrates 

in different extractors (2 μg/kg) 

注：（a）纯乙腈和 50%乙腈为提取剂时虾中结晶紫；（b）

纯乙腈和 50%乙腈为提取剂时鱼中结晶紫；（c）不同提取剂时

白米虾中结晶紫。 

有研究表明，在盐溶液中，当乙腈与水体积比为

1:1 时，乙腈相与水相的相比较大[19]，可以促使上相

的有机相中的极性较大的化合物向下相的水相中转

移，故而提高提取率。因本研究样品均为水产，所以

提取液里含有基质所带的盐分，而孔雀石绿和结晶紫

作为极性较大的化合物在此提取液中，也会向水相中

转移，从而提高萃取率。 
2.3.2  氧化剂和还原剂的选择 

前处理过程包括待测物提取，净化以及浓缩。在

净化过程中，发现石油醚能有效提取乙腈提取液中的

隐色孔雀石绿，显色孔雀石绿并不能有效的被提取。

所以需要先将乙腈提取液中的孔雀石绿全部还原成隐

色孔雀石绿。而在拉曼检测时，显色孔雀石绿可以显

示更好的拉曼特征峰型，所以检测时再将隐色孔雀石

绿氧化成显色孔雀石绿进行检测。 
 

 

图7 孔雀石绿使用不同氧化剂和还原剂的比较 

Fig.7 Comparison of different oxidants and reductants for 

malachite 

注：（a）四种还原剂的峰型；（b）两种氧化剂的峰型。 

在还原剂的选择中，考查了乙醇、硫代硫酸钠、

硼氢化钾以及亚硫酸钠四种常用的还原剂。保持其它

实验参数不变，如图 7a，根据峰型和响应值来看，乙

醇和亚硫酸钠在“1610 cm-1”的响应值不强首先排除。

比较硫代硫酸钠和硼氢化钾在“939 cm-1”，硼氢化

钾的响应值是最好的，而且硫代硫酸钠的还原性较弱，

使峰型没有较好的分开，在“1610 cm-1”的峰型较宽，

所以相较其他三个还原剂，硼氢化钾的效果是最好的。

因为硼氢化钾的稳定性较差，将其配在 1 g/L 的 KOH
里，可以延长使用时间，在一周内保持稳定[20]。因此

选择硼氢化钾作为还原剂。 
在氧化剂的选择中，考查了四氯苯醌和二氯二氰

基苯醌（DDQ）。因为 DDQ 是一种主要用于芳香化

合物脱氢成双键的氧化剂[21]，孔雀石绿以及结晶紫都

是含有苯环的芳香类化合物可被氧化。四氯苯醌与

DDQ 同为醌类氧化剂，有着相似的氧化机理，同样也

可以被用于孔雀石绿和结晶紫的氧化[22]。为了验证氧

化剂的氧化效果，在控制其他实验参数的前提下，进
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行了比较。如图 7b 所示，在低浓度的孔雀石绿中，

DDQ 做为氧化剂可以获得更加清晰的峰型，相较与四

氯苯醌的试验结果，939 cm-1、795 cm-1这两个特征峰

更加明显。因此，选择 DDQ 做为氧化剂。 

2.4  定性方法及检出限 

 

 

 

图8 孔雀石绿在三文鱼中的定性图谱 

Fig.8 Qualitative chromatogram of malachite green in salmon  

注：（a）不同浓度的峰型图；（b）POD 模型；（c）dPOD

模型。 

按 2.2 步骤测定，由分析人员分别对虾、鱼、蟹、

贝四类样品进行最低添加量的检测，与空白样品的峰

型进行对照，各做 40 个重复实验，根据检出概率得出

LOD。然后依据空白、1/2LOD、LOD、2LOD 四个浓

度基质样品各做的 40 个重复试验所确定的检出概率

制图，继而获得“灵敏度”、“特异性”、“假阳性”、“假
阴性”等性能指标可视化图。以三文鱼中的孔雀石绿为

例，在孔雀石绿为 0.50 μg/kg 时，仍可明显看见可见

峰，且检出概率≥95%，浓度为 0.25 μg/kg 时峰型衰弱，

939 cm-1趋近于无，如图 8a，且检出概率仅为 65%，

可初步判定 LOD 为 0.50 μg/kg。由获得的 POD 图 8b
也可得出，当孔雀石绿浓度大于 0.50 μg/kg 时，灵敏

性≥95%，特异性≥95%，假阴性≤5%，假阳性≤5%符

合了快速检测定性的要求。最后，根据 dPOD 参数评

价定性方法与标准方法 GB/T 20361-2006 的一致性
[23]，确定检出限。当 dPOD 的置信区间（LCL，UCL）
覆盖 0 时，则认为该定性方法与标准方法无差异。本

例中，根据 dPOD 的置信区间可知，如图 8c，该定性

方法对空白样品的检测特异性与标准方法一致，当浓

度≥0.5 μg/kg 时，该定性方法的检测灵敏度与标准方

法一致，因此该定性方法的检出限定为 0.5 μg/kg。 
dPOD 置信区间的计算如下： 
x=0时，POD=0，LCL=0，UCL=3.8415/（N+3.8415）； 
x=N 时，POD=1，LCL=N/（N+3.8415），UCL=1； 
0<x<N 时，POD=x/N， 

2xx 1.9207 1.9600 x 0.9604
NLCL

N 3.8415

+ − − +
=

+
， 

2xx 1.9207 1.9600 x 0.9604
NUCL

N 3.8415

+ + − +
=

+
。 

在实际检测应用过程中，使用该方法对五批次水产

鱼制品进行了检测。检测出其中一批次的鲫鱼样品呈阳

性（如图 9）。经国标方法GB/T 20361-2006 检测，结

果为 0.8 μg/kg，快检方法与国标结果比对无差异性。 

 
图9 鲫鱼孔雀石绿阳性样品的拉曼图谱 

Fig.9 Raman map of malachite green positive samples of 

crucian carp 

3  结论 

本方法建立的测定水产中的孔雀石绿和结晶紫表

面增强拉曼光谱快速检测方法，确定出孔雀石绿及结

晶紫的虾、蟹类检出限为 1.00 μg/kg，鱼、贝类检出

限为 0.50 μg/kg，灵敏性≥95%，特异性≥95%，假阴性
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≤5%，假阳性≤5%符合了快速检测定性的要求，操作

简单、快速有效，易于推广。从样品的制备，到前处

理再到仪器分析，只需 40 min，且有较低的检出限，

可以符合日常对于该物质的检测要求。同时 POD 定

性模型的使用，精准有效的验证了该方法的适用性，

促进现场快速检测方法在食品安全监管中的使用。 
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