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摘要  建立了氢化物发生- 原子荧光光谱法测定虾中硒含量的分析方法。研究了仪器的工作条件、试剂对硒测定的影响 ; 探讨了消化
试剂对样品消化的影响和共存离子的干扰及消除。在优化的工作条件下 ,硒的检出限为0 .078 ng/ ml ,相对标准偏差为0 .45 % , 线性范围
为0 ～50 ng/ ml 。应用该方法检测了不同虾中的硒含量为0 .14 ～0 .33 mg/ kg , 加标回收率为94 .4 % ～103 .8 % 。
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Determination of the Selenium Content in Shri mp by Hydride Generation- Atomic Fluorescence Spectrometry
GAO Jian-zhong et al  ( College of Life , Shanghai Fisheries University , Shanghai 200090)
Abstract  An analytical method for the determination of the Selenium Content in shri mp by hydride generation-atomic fluorescence spectrometry ( HG-
AFS) was established . The effects of the working conditions of instruments and reagents on Seleniumdetermination were investigated ; the effects of digest
reagents on digestion of samples and the interference and eli mination of coexisting ions were discussed . The detectionli mit for seleniumwas 0 .078 ng/ ml
under the opti mum working condition , the relative standard deviation was 0 .45 % , and linear range of 0 ～50 ng/ ml . The seleniumcontent in different
shri mps of 0 .14 ～0 .33 mg/ kg , which were detected by this method , and the recoveries of standard addition were 94 .4 % ～103 .8 % .
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  硒是人和动物所必需的微量元素, 具有多种重要的生

物学功能[ 1 - 2] 。虾含有丰富的蛋白质, 营养价值高, 其肉质

和鱼一样松软, 易消化, 是对人类健康极有裨益的佳品。虾

肉中硒、碘、锌等微量元素的含量要高于其他食品, 它的肌纤

维细嫩 , 易于消化吸收。

已报道的测定硒的方法很多 , 如原子吸收光谱法[ 3] 、原

子荧光光谱法[ 4 - 5] 、气相色谱法[ 6] 、高效液相色谱法[ 7] 、质谱

法[ 8] 、原子发射光谱法[ 9] 等。氢化物发生 - 原子荧光光谱法

测硒具有准确度和灵敏度高、精密度好、干扰小、线性范围

宽、所用试剂毒性小等优点。笔者建立了氢化物发生 - 原子

荧光光谱法测定虾中硒含量的方法 , 具简便、快速、灵敏、准

确等优点。

1  材料与方法

1 .1 仪器及工作条件  AFS- 930 双道原子荧光光度计( 北京

吉天仪器公司) , 高性能硒空心阴极灯( 北京有色金属研究总

院) , 微波消解系统。AFS-930 型双道原子荧光光度计测定最

佳工作条件: 负高压PMT 265 V, 加热温度200 ℃,A 道灯电流

0 mA , 载气流量400 ml/ min ,B 道灯电流75 mA, 屏蔽气流量

800 ml/ min , 观测高度8 mm, 测定方法Std . Curve , 读数方式

Peak .Area , 读数时间8 s , 延迟时间0 .5 s , 测量重复次数1 次。

1 .2 试剂  硒标准储备液: 吸取5 ml 100 μg/ ml 硒标准溶液

( 国家标准物质研究中心提供, 标准号为 GBW ( E) 080 215) ,

以0 .05 mol/ L 盐酸溶液定容至50 ml 。不同浓度工作溶液由

标准储备液配制;0 .8 % 硼氢化钠溶液( 0 .2 % 的氢氧化钠) ;

10 % 铁氰化钾溶液。硝酸、盐酸、高氯酸、亚硒酸钠。上述试

剂均为优级纯或分析纯, 试验用水为去离子水。

1 .3 试验方法

1 .3 .1  标准曲线。取1 .25 ml 硒标准使用溶液( 1 μg/ ml) 用

18 %的盐酸溶液定容至25 ml 的比色管中。此时, 硒标准溶

液的浓度为50 ng/ ml 。上机单标在线自动配制标准曲线, 其

系列为:0 .000、10 .000、20 .000 、30 .000 、40 .000 、50 .000 ng/ ml 。

在试验选定的最佳工作条件下进行测定, 绘制标准曲线; 进

行样品测量。

1 .3 .2 样品处理。将样品去壳后的所有可食部分充分搅碎

和混匀, 准确称取0 .50 g , 聚四氟乙烯高压消解罐中, 加入5

ml 硝酸和3 ml 过氧化氢, 盖好安全阀, 于微波消解系统中消

解。消解完毕, 冷却, 用去离子水转移至三角烧杯内, 置电热

板加热至140～160 ℃ , 至剩余体积2 ml 左右。冷却, 再加入

5 ml 6 mol/ L 的盐酸溶液, 继续加热至清亮无色 , 并伴有白烟

出现, 再继续加热至剩余溶液为2 ml 左右, 冷却, 用18 % HCl

定容至10 ml 比色管待测 , 同时做空白试验。

2  结果与分析

2 .1 酸度和硼氢化钠浓度的影响  选用盐酸作为介质 , 盐

酸的作用在于其对Se( Ⅵ) 的还原作用和SeH4 的生成提供酸

性条件, 故酸度对硒的测定有较大的影响。当盐酸浓度为2

～5 mol/ L 时, 荧光信号强度最大。试验表明,Se( Ⅵ) 在酸性

溶液中不能与硼氢化钠反应, 为了保证所有的硒为Se( Ⅳ) 形

态, 选用6 mol/ L 盐酸为还原剂, 将Se( Ⅵ) 在盐酸中加热煮沸

3 ～5 min 即可定量还原成Se( Ⅳ) , 再进行测定。

硼氢化钠作为还原剂和氩氢焰的氢气来源, 其浓度大小

影响着氢化物的生成率和氩氢焰的质量。试验表明, 当硼氢

化钠浓度为0 .5 % ～2 % 时, 荧光信号保持稳定。综合各方面

因素考虑, 该试验采用6 mol/ L 的盐酸溶液和0 .8 % 的硼氢化

钠溶液进行测定。

2 .2  样品消 化方式的 选择  试验比较 了 HNO3 、HNO3-

HCl O4 、HNO3- H2O2 3 种消解体系对样品的消解情况, 发现在

相同条件下,HNO3- H2O2 消解体系能较好地分解样品 , 对测

定的影响较小, 结果也比较稳定。因此 , 该试验选用 HNO3-

H2O2( 5∶3) 消解体系。

2 .3  共存离子的干扰及消除 在测定过程中 ,Cu2 + 、Bi 3 + 、

Ni2 + 等的存在对硒的荧光信号有干扰, 徐宝玲曾报道加入一

定量的铁氰化钾作掩蔽剂可以消除许多重金属的干扰 , 并使

硒化氢较好地发生[ 10] 。试验结果表明, 当加入10 % 铁氰化

钾时,500 倍的Cu2 + 、Bi 3 + 、Ni 2 + 对硒的测定没有干扰, 从而保
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证了测定结果的准确性。

2 .4 标准曲线、检出限与精密度 按试验确定的最佳仪器工

作条件进行测定, 绘制标准曲线。硒(IV) 在0～50 ng/ ml 范围

内呈良好的线形关系, 其线性回归方程为: I = 53 .966 5 C -

3 .052 9 , 相关系数 r = 0 .999 4。连续11 次测量样品空白对照

液, 其相对标准偏差为0 .45 % , 检出限(σ= 3) 为0 .078 ng/ ml 。

表1 虾中硒含量的测定结果

Table 1 Deter minationresults of seleniumcontent inshri mp

样品编号

Sample No .

硒含量Seleniumcontent∥mg/ kg

罗氏沼虾 南美白对虾

1 0 .19 0 .21

2 0 .18 0 .14

3 0 .33 0 .22

4 0 .14 0 .21

5 0 .17 0 .16

表2 回收率

Table 2 Recovery rate

样品号
Sample
No .

样品硒含量
Seleniumcontent

in sample∥mg/ L

加入量
Addition am-
ount ∥mg/ L

测定值
Measured va-
lue ∥mg/ L

回收率
Recovery
rate ∥%

1 0 .19 0 .20 0 .405   103 .8

2 0 .18 0 .20 0 .374 98 .5

3 0 .33 0 .30 0 .601 95 .4

4 0 .14 0 .15 0 .274 94 .4

5 0 .17 0 .20 0 .376 101 .6

2 .5 样品测定及回收率

2 .5 .1 虾中硒含量的测定。由表1 可见, 罗氏沼虾中的硒含

量在0 .14～0 .33 mg/ kg 范围内, 平均0 .202 mg/ kg ; 南美白对虾

中的硒含量在0 .14～0 .22 mg/ kg 范围内, 平均0 .188 mg/ kg 。

2 .5 .2 回收率。取5 种样品, 分别加入不同量硒的标准溶

液。按照试验中“1 .3 .2”的方法 , 样品消化、还原, 测定回收

率。由表2 可知, 加标回收率为94 .4 % ～103 .8 % 。
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2 .2 .3 不同免疫日龄抗体变化。不同免疫日龄, 抗体检出

阳性率不同。从A ～K11 个免疫试验组看,55 日龄以上开始

免疫, 抗体产生早, 注射14 d 后, 抗体转阳率在50 % 以上,C、

H 和I 组抗体阳性率达100 %( 表3) 。

3  讨论

(1) PRRS 疫苗的研制是世界各国兽医研究领域关注的

热点之一, 目前预防该病的疫苗主要是 PRRS 灭活疫苗和

PRRS 弱毒疫苗。与弱毒苗比较, 灭活疫苗的优点是安全性

好, 但灭活苗的免疫剂量大、免疫保护期短、免疫抗体产生期

较长等缺点同样明显, 且灭活疫苗采用全病毒包被, 不可避

免存在的异体蛋白易引起变态反应, 家畜免疫注射后应激反

应较大[ 4] 。近年来随着疫苗制作工艺的提升 , 疫苗安全性能

大大提高, 试验猪注射灭活疫苗后, 免疫副反应较小未有过

敏症状出现。

( 2) 目前, 蓝耳病的免疫方案是仔猪断奶后进行初免, 初

免时间主要集中在21 ～30 日龄[ 5] , 试验对28 ～90 日龄的仔

猪进行免疫 , 结果不同厂家生产的疫苗, 免疫仔猪后免疫抗

体产生时间、阳性检出率都不同, 抗体仅维持15 ～30 d 后迅

速衰退。表明PRRS 灭活苗免疫效果不理想。

( 3) 据有关资料报道,PRRS 病毒具有抗体依赖性病毒增

强作用( ADE) , 低水平抗体的存在可介导和加强病毒感染 ,

形成长期病毒血症和持续性感染[ 6 - 7] 。因此, 什么样的抗体

水平能提供足够的保护力, 如何选择一种安全有效的疫苗 ,

制定怎样合理的免疫程序使猪能够免疫PRRS 强毒感染, 尚

有待进一步研究。
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