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二氨基蔡荧光法测定人血中的硒

杨容甫 黄家琢 冯公侃 梅承恩

(肿 瘤 研 究 所 )

2 ,
3一二氨基茶荧光法是 目前测定 人血中微量硒的广径使用和最灵敏的 分 析 方 法 之 一

〔`
~

礴〕
。

样品预处理一般采用硝酸一高氯酸消化法
,

但高氯酸冒烟时
,

会不同程度地引起硒

的损失 〔` ’ “ ’ ” 〕
。

我们发现
,

如果控制高氯酸冒烟温度 (约 2 00 ~ 2 20 ℃ )
,

使白烟不 逸 出瓶

口
,

这样既能消化好样品
,

又可避免硒的损失
,

回收率达 98 % 以上
。

本文报道这方面的试验

结果
,

并对人血中的硒分析方法作了一些改进
。

本法检出限为 0
.

0 01 2微克硒 / 毫升环已烷
。

材 朴 和 方 法

、 独

仪器

日立 M P F 一 4 型荧光分光光度计
,

1 厘米石英荧光杯
。

主要试荆

1
。

硝酸 A R

2
。

高氯酸 G R

3
.

0
。

1 % 2
, 3一二氨基蔡 0

.

1克 2
,
3一二氨基蔡溶解于 70 ~ 80 ℃的 0

.

I N H CI 中
,

冷 却

后用数份 10 毫升环 己烷萃取分离杂质
,

至有机层无色为止
。

分出有机层
,

将水相移入棕色玻

璃瓶内
,

储于冰箱保存备用
。

4
.

硒标准溶液

( 1 ) 储备溶液 I 准确称取 2 5
.

0 0毫克元素硒 ( 光谱纯 ) 于 50 毫升烧杯中
,

用 10 毫升

浓硝酸加热溶解后
,

蒸发至 2 毫升左右
,

加 入 2 毫升高氯酸
,

将烧杯置沸水浴上蒸发
,

赶尽

硝酸
,

冷却
,

用少量水稀释溶液
,

移入 25 0毫升容量瓶中
,

稀释至标线
,

摇匀备用
。

此 液 每

毫升含硒 1 00 微克
。

( 2 ) 储备溶液 亚 准确吸取上述储备溶液 1 毫升于 1 00 毫升容量瓶中
,

用 o
.

I N H CI 稀

释至标线
,

摇匀
。

此液 1 毫升含有 1微克硒
。

( 3 ) 使用溶液 准确吸取上述储备溶液 1 10 毫升于 1 00 毫升容量瓶中
,

用 。
.

I N H C I稀

释至标线
,

摇匀
。

此液 1毫升含有 0
.

1 0 0微克硒
。

分析手续

1
.

标准曲线的绘制 准确吸取硒标准使用 溶 液 0
.

0 0 0
,

o一 0 0
, 0

.

2 0 0 ,
0

.

3 0 0
,

0
.

4 0 0
,

0
.

50 0微克硒于 12 5毫升锥形瓶中
,

加入 2 毫升高氯酸
,

用水稀释至 10 毫升左右
,

加入 2 毫升

l % E D T A
一

二钠溶液
,

5 滴 0
.

1 %廖香草酚兰 乙醇 溶 液 ( 指示剂 )
,

先用 1 :
1 氨水调至
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溶液刚好变黄
,

再用 I N H CI 调至淡红 ( 此时 P H约等于 1 )
,

加入 2 毫升 10 %盐酸经 胺
, 2

毫升 0
。

1% 2
, 3一二氨基蔡溶液

,

摇匀
,

盖上玻璃表面器
,

置于 75 ℃水浴上
,

保温 10 分钟
,

取下

冷却
,

移入 60 毫升分液漏斗内
,

准确加入 10 毫升环 己烷
,

振摇萃取 l 分钟
,

待两相澄清后
,

}放出水相
,

将有机相倾入预先盛有 1 克无水硫酸钠的 10 毫升具塞比色管中
,

加塞轻摇
,

使无

习水硫酸钠吸去残留于有机相中的水份
。

以环 己烷作参比
,

在激发波长 3 7 8n m
,

发射波长 5 2 0n m

处测出各标准溶液的荧光强度 ( 毫米 )
。

绘制浓度 ( 微克硒 ) 一萤光强度 ( 毫米 ) 曲线
,

见

下图
。

硒 的 标 准 曲 线

2
.

血样 ( 或试液 ) 的预处理 准确吸取全血 1
.

00 毫升 ( 或一定量的硒标准溶液
,

干扰

试验物质溶液 ) 于 1 25 毫升谁形瓶中
,

加入 5 ~ 10 毫升浓硝酸
,

盖上玻璃表面皿
,

于垫 有石

棉网的电炉上加热煮沸至溶液澄清
,

取下
,

准确加入 2 毫升高氯酸
,

继续加热消化
,

当高氯

酸将要冒烟时
,

切断电源使高氯酸冒烟 ( 约20 0~ 2 20 ℃ ) 能缓慢进行
,

以 白烟不逸出瓶口为

准
。

冒烟持续 10 分钟后
,

取下冷却
,

用少量水洗涤表面皿及瓶壁
,

再加入 1 毫升浓硝酸
,

重

新盖上表面皿
,

继续加热冒烟数分钟 ( 白烟不逸出瓶口 )
,

此时样品溶液即澄清无色
,

表明

已消化完全 ( 否则可再加少量硝酸继续消化 )
。

取下冷却
,

用少量水洗涤表面皿及瓶壁
,

并

稀释至 10 毫升左右
。

3
.

血样 ( 或试液 ) 中硒的测定 按标准曲线 的绘制手续进行
,

同时作一个试剂空白试

验
。

结 果 和 讨 论

1
.

高氯酸冒烟硒的损失问题 当加热含硒试液
,

浪高氯酸连续冒白烟 5 分钟
,

并让白

烟逸出瓶 口
,

硒的损失可达 10 ~ 15 %
,

10 分钟可达 20 ~ 25 %甚至 30 %
。

如果控制高氯酸省烟

温度 ( 约 20 0~ 22 0℃ )
,

并防止白烟逸出瓶 口
,

硒的损失则甚微
,

结果见表 1
。
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表 1

2
,

3 一二氨基茶荧光法侧定

高氯酸冒烟硒的损失情况

加 入 硒

( 微克 )

测 出 硒 ( 微克 )

高氯酸冒烟逸出瓶口 高 氯 酸 冒 烟

6 分 钟 10 分 钟 不 逸 出 瓶 口

收 回 率

( 肠 )

000
1卜dúbCó

……
O乙

ōUl勺,上ùbRù八60O口8
no咋.内0OU

J .l

0
。

2 0 0

0
.

2 0 0

0
。

2 0 0

0
.

2 0 0

0
。

2 0 0

0
.

2 0 0

0
.

2 0 0

0
.

1 8 0

0
.

1 7 0

0
。

1 6 2

0
.

1 5 1

0
.

1 3 7

0
。

1 9 6

0
.

2 0 4

2
.

关于六价硒还原为四价硒的试验
: 石肖酸一高氯酸消化样品后

,

需将六价硒还原成四

价
,

它才与 2 , 3一二氨基蔡生成络合物而被环 已烷所萃取
。

六价硒的还原 一般 采用盐酸还原

厂 法
,

为避免在煮沸的高酸度盐酸介质中可能引起硒的挥发损失 (因四价硒可成 s e O
Z ·

H c l而

挥发 )
,

本法在 o
.

I N H d 溶液中
,

加入 2 毫升 10 %盐酸经胺
,

于 75 ℃保温 10 分钟
,

即可将六

价硒还原成四价
,

回收率达 99 % ( 平均 )
,

结果见表 2
。

3
.

做了 9 例全血样品分析
,

结果见表 2 。

从分析结果可知
,

重现性及回收率尚好
,

因

此
,

本法用于人血中硒的测定是可行的
。

表 2

吸
样 品 名 称 分

(

人 全 血 A

人 全 血 A

人 全 血 A

人 全 血 A

人 全 血 B

人全 血 C

人全 血 D

人全 血 E

人全 血 F

人全血样品分析结果

加 入 硒 测 出 硒

( 微克 ) ( 微克 )

0
。

2 0 0 0
.

3 3 4

0
。

2 0 0 0
。

3 4 0

0
。

0 0 0 0
。

1 3 8

0
。

0 0 0 0
。

1 4 0

0
。

1 8 4

回 收 率

( 肠 )

9 7
.

5

1 0 1

样 品 含 硒 量

( 微克 / 100毫升 )

0
。

14 3

0
。

17 0

0
。

1 1 7

0
。

10 7

1 3
。

8

1 4
.

0

1 8
。

4

14
。

3

1 7
。

0

1 1
。

7

l
。

0 7

积品
!
一

黔靴一..100100..100100...0010000tL.100.100
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.


