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I荧光法检测血清硒与组织硒 

第一医院昔外科 汪康莹 吴凯南 

中心 实验 塞 ff2 

提 要 本研究应用2．3一荣二胺(DAN)与硒反应生成5，6一苯并苤硒脑的荧光分光光度法 

检测血清硒与组织硒·通过方法学的实验研究，认为本法线性范围宽(0 o5 一1 ,~0#g／m1)r为0． 

999，CV值为 I．09 (n穹8)、回收率为 99．97 ，是一种较为灵敏、准确、重复性较好的定量检测 

法．我们对30倒正常健康^的血谤硒爰 24倒正常娃康人的乳腺组织铡得其平均值分别为 0．076 

士O．012,ug／ml和 I．323士0．40Vg／e组织，与国内学者报导的基本一致 ． 

关麓调里、茎堂型塞些、堕墨丝 。盘 精 
中圉分娄号 R446．I12 

硒作为人体必需的微量元素与人类健康 

和肿瘤有密切关系。正确评价体内硒状态对 

人类健康及癌症的防治有重要意义。荧光法 

测定硒灵敏度高．但存在易污染 易损失的问 

题，因其含量甚馓，检测中稍有误差即会影响 

对体硒的判断。因此、严格操作步骤才能确保 

实验结果的科学性、可靠性。本文旨在对荧光 

法检测血清硒 组织硒的方法学进行初步评 

价并对其影响因素加以讨论。 

材料与方法 

I． 主要仪器和试剂 

(1)荧光分光光度计(岛津RF～5{0) 

(2)电子天平(AEL200型 岛漳) 

(3)2．3一二氨基萘 (DAN AR 98 英国) 

(4)标准 品高纯硒粉 (99．999 )NO．85一 

l8一l3(四川峨嵋半导体厂) 

(5)其它试削 

击离子水(自己置 备)l 

捎化荆(硝酸 高氯酸 =2：1)} 

盐酸(1M)I 

氨水(7．5M)} 

盐酸羟胺 l 

甲基橙掩蔽试刘 (EDTA、盐酸羟胺 甲 

基橙)} 

环 已烷 l 

匕l上试剂均为优级纯或分析纯，经蹦定无荧光 

杂质。 

2．实验步骤 

参照 Ba ield和 WMklnson等方 法“”井加 以 

改进． 

(I)样本收集 采血器材、取样小瓶均置 l0 

硝酸浸泡 24小时。其它玻璃器材先经铬酸洗蔽浸泡 

。4小时．再甩 l0 硝酸浸袍2 小时．经自来水洗净 

后再用去离子水冲洗三遍．烘干备用．抽取空腹血样 

2m1．静置待血块回缩后离心 ，吸取血清 0．25mi置于 

捌有 10ml刻度的 25×150ram的太试管内+加入消 

化剂 3m]放置过夜 l乳I寨癌组织标本于手术时摘取 ． 
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冷冻干_噪后约48小时取出 在电子天平上称取冻干 

组织约 30m,g．置于土!I肓 lOnl妻j度的 25×ISOmm大 

试管内．加消化剂 3ml放置过夜。 

(2)消化还原 将存有特测物的试瞥置于砂搭 

中．棣徐加温到 18OC消化 ，再逐渐升温到 21012．在 

此温度保持 2．5小时 ，特样本完全 消化后呈淡黄色 

液体井伴有白色浓烟止。取出试管，特其 自然玲却 

后 加 5NHCL0．4ml 再置 180℃砂潜 中持续 l5分 

钟，使硒还 原。 

(3)燕硒瞄生成 在上述 消化、还原完毕冷却后 

的样品灌内加入掩蔽试剂 2mI，漓加 7．SMNH Ht0 

至涪液呈黄色 ．再滴加 1MH~I到谘液出现明确的柑 

红色．此时溶液的 pH大约为 3，加去离子术至 lOml 

刘度。在暗室 内加新鲜配置的 O．1 DANlml于样 

本中．调整PH至 1．8左右，置 5O℃术谘中保温 3o 

分钟，使苤硒脑生成完全． 

(4)革取 特上述液体玲 却后，加环巳烷 5m1． 

在旋涡式混匀器上振蔼 30分钟 ，萃到燕硒脑于环巳 

烷中，吸取上层有机溶剂 ．在荧光光度计上测定其荧 

光强度． 

(5)澍定条件 

仪器条件的选择，取 0．4t,g／ml标准硒溶液 0． 

75m1加去离子水 O．25m1．按样品一样进行消 化、革 

取等步聚处理后，于 RF一540荧光分光光度计上进 

行扫描选择最灵敏峰各．激发波长(EX)371NM}发 

射波长(EM)为517rimf仪器秧缝均为 lOnm．比邑杯 

的光径为 lOmm。放大倍数为 50X． 

在 Ex37lnm，EM517nm 条 件下分别澍定 样本 

的荧光强度，然后在标准曲线上查阅其含量。 

1．标准曲线的绘制 

将硒标准液(o．4~g／m1)用去离子水稀释成 0． 

05、0．100、0．1 50、0．200、0．300、O．400,ug／ml6种不 

同浓度，然后加3ml消化剂，按样品消化处理等步辣 

进行，最后按上述测定条件测定各管的荧光强度。见 

表 1。 

表 l 

试瞥编号 1 2 3 4 5 6 7 

每管 内硒 含量 ug／ 一 

m】荧光强度 2．3 

0． 5 ml 0．15 0．2 a．钳 札l0 

l1．00扑 2 韶 00 3 ．00 5{．0 据 00 

由于每管硒浓度的增 加其荧光强度也对应增大 

了使荧光强度 的读数不超过仪 器所规定的 200．hf 

的范围，故我们在测定高浓度硒各管的荧光强度Hf 

将测定条件中的放大倍数改勾25X 其结果如丧2． 

表 2 

以上两组实验数据经统计学分析 ，硒浓度ff1萁 

相对应的荧光强度之问的相关系数(r)均为 0．9999一 

认为该测定方法对硒滩度的分析范国较宽．线性 也 

好． 

精密度和准确度测定 

(1)精密度测定．．取一份混 台血清重复l测定 s 

次．所得数据如下 t(表 3) 

表 3 ■蔓性试验 

编 号 1 2 3 4 5 6 7 8 

荧光强度值硒 13．0o 1 2．8O 1 3．0 9 1 2．8 1 3一蛐1 3一IO】} 

浓度 ug／ml 0 06l 0∞ 06{ ．0的 -0的 -蛳 -0的0“： 

；=0．0638 sD= 0．0t)07 CV 1．09 

(批 内) 

同一份血清 每Et测一 扶．共 7次 ，-7-=0．0718 

sD 0．oo09 

批间 CV=1．25 

(2)准确度i划定：于 巳知硒浓度为 O．061印g／n,I 

的混合血清中分别加入硒0．O5／~g、0．IOFAg、O．2Ot~g 

为减少测定中的随帆误差，同时均作双份测定．洲僻 

其 回收率 为 96．6O 、100．OO ，1O4．35 ，平均 回 

收率为 100．10 。见表 4 

表 4 回收率试验结果 

加 入硒量 ul~／ml 0．as 0．as 0．10 0．10 a．2O 0．20 

实j划值 ug／ml 0．1098 0．1094 0．1610 0．1672 a．2720 0-2 ’n 

回收直 ug／ml a．018 a．018 O．099 10l 0．210 O ：2 

回收率 96．o0 96．00 99．∞ 1a【l o0lOs．∞l03．s r： 

为进一步观察比较高浓度的硒测定的线性范 平均回收率为100．1 

国，我们旯设计 了从 0．5--1．5~g／ml的标准 曲线。 
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3．正常参考葩瞎 

30饲健康 人血清硒检翻结果为 0．076士0． 

012t~／ml124倒正常乳腺组织捡测结果为ot 01323： 

0．4 g／克组织 。 

我们翻碍 20铡蛙康人血清硒浓度的结果与国 

内外报道的基本一致， “”m．但比西方发达国家报 

道的偏低。 ．这可能与饿食有关。 

4．翻定中应注意的问题 

(1)样本的消化是髟响本法翻定结果的首要因 

素．原则上标本加消化荆后要艟置过夜，籍以豫击大 

部分有机簧质·加热消化时．温度应埋馒上升 ，防止 

飞蔼引起硒的损失，当脓白烟 出现太快耐 ，除消化不 

全外，还台造成样奉的损失 。加沮过急还会芎I起爆 

炸的危险“ 。 

(2)硒的测定结果是否全部反映丁硒古量，这与 

价硒还原为四价硒 是否完全密切相关 ．我们采用 

SMHel进 行 还 原 反 应 的进 行。有 学 者 提 出 用 

NHtOH．HCI进行还 原反应，我们在实验 中通过 比 

较．发现后者可造成硒的损失．与 Grant。’等学者观 

察的结果相一致。 

(3)pH调试准确与否直接影响硒与DAN形成 

苤硒瞄的反应。一般认为最适 pI-I范围为 1．5～2．0 

之间 ．馥度增 加，反应速度减慢 ．降低酸度可加快 反 

应速度．但也相应加速丁DAN的氧化与分解．同时 

也液反应的选择性降低哪-我们用闻隔 0．S的精密 

pH试纸调试pH-手续方便-效果较好． 

(4)2．3一二氨基萘(DAN)的纯化 市售的DAN 

虽然标明纯度为 98 ，但配科的试荆色素较深．因 

此试荆空白的蠢色也较探-对翻定结果有髟响-敞必 

须加以脱色提纯后再用。 

(5)环已娩萃取苤话瞄是否完垒．直接髟响翻定 

结果．我们在实验中观察到持续振稿 3o分钟是萃取 

的鼍适条件。(衰 6)。 

(6)我们采用 5o℃．将翻定管进行孵育 3o分 

铜 ．使蓝碡篇生成完全 i革琅 撮萤后 应离心 或静置 

30分钟，使环已烷分层完全。分层后立即翻定．防止 

环已烷挥发而髟响翻定结果。 

表 6 孵育温度与萃取时间的 

回收率 

(7)每次样本测定时再加做一组 0．05一o． 

20~g／ml硒 的标准曲线．作为样率的质量控制，以保 

证测定结果的准确性。 

(致谢 率实验承蒙重庆 医科大学 附属第一医 

院中心实验室有关同志．基础部梭医学和统计救研 

室等单位大力支持和台怍．在此一井致谢。) 
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