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血 硒 测 定 质 t控 制 的 探 讨

杨冬华 刘为纹( 西南医院 消化内科》

提 共 硒是人体必需的微量元素
,

与人类健康
、

疾病关系密切
。

因此
,

硒水平测定 可 能有

助于人类疾病的防治
。

本文采用三种质量控制图作为硒测定的方法学考核
.

并对该图在样 品测定

监控中的意义进行初步探讨
。

关 . 佣 硒 , 质量控制 , 微量元素

硒 ( S e
l
e n i u m

.

S
e
) 是生物体必需的微

量元素之一
,

与人类健康
、

疾病及肿瘤关系

密切 (` ’ 。
随着研究的不断深入

,

正确评价体

内的 S
。
状态

,

在 S e
反应性疾病的预防和治疗

方面具有重要意义
。

然而
,

S e
测定过程中存

在易污染
、

易损失的问题
,

因此
,

严格控制

这一环节是确保实验结果可靠性
、

科学性的

主要条件
。

本文对控制图作为 S
e
测定的方法

学考核及样品测定监控的意义作 了 初 步 探

讨
。

内
,

加入 5 %铂酸钠 1 m l和混合酸 (硫酸 与高氯

酸按 3 : 4 体积比 ) 4 m l
,

置砂浴 ( 1 5 0 ℃ ) 才肖化至

样品呈淡黄色伴大量浓白烟旋绕瓶口 止
。

冷却
,

加

超纯水 6 m l
,

在 p H 计上用氨或盐 酸 液 ( G R ) 调

至 p H i
.

s o
,

加入掩蔽液 ( o
.

Zm o l E D T A和 6 % 盐酸

经胺液) 6 m l
,

移入暗室
,

加。 .

1% D AN液 3 m .l

煮沸 5 m in
.

流水冷却至温室
。

加入环 己烷 (双蒸

后 ) 6 m l
,

振摇
,

经分液漏斗分层后
,

收集有机相

(环己烷 ) 层并测定其荧光强度
.

计算样 品 S e含

量
。

材 料 与 方 法

一
、

方法

参照Wa f k i n s o n 和 C u m m i n s 等 方法
` 2 , ` a ,稍

改进
。

二
、

主要试剂 及仪器

1
.

2 .
3 一 二氨 基 蔡 ( 2

, 3 一 D i a m i n o -

n a p h t h a l e n e D A N A R F l u k a A G C H 一 0 4 7 0

S下 1t z e r l a n d )

2
.

荧光分光光 度计 ( M P F 一 4 H i t a e h i

J a P a n )

a
.

超纯水仪 ( Ba r n s t e a d N A N O P u r e l

S y B r o n U S A )

`
.

精密 p H计 (小7 1 B e e k o a n U S A )

三
、

实脸步骤

1
.

样品采集
.

采血器材置 20% H N O 。 ( G R )

浸泡> 12 h ,

超纯水冲洗 3 遍后
.

置真空恒温 干燥

箱洪干
,

注射器经高温消毒
,

血液收集于具塞试管

(。5 .
) 内

。

2
.

样品消化及测定
:

取血 1 m l置烧 瓶 ( 9 5 . 》

结 . 与 讨 论

一
、

仪 器 条件选择

取 0
.

0 5
、

0
.

1 0
、

0
.

2 0协9 S e + `
/ m l

,

按

样品消化后
,

于分光光度计上扫描
,

选择最灵

敏峰谷
。

激发波 长 ( E X ) 3 7 7 n m
,

发 射 波

长 ( E M ) 5 2 0攀m
,

狭缝 l o n m
,

高压 s s oV
-

纸 /扫速为 3 0 / 6 00

二
、

硒标准工作曲线绘制 精确取硒标

准液 ( 0
.

0 5林g / m l ) o
、

0
.

0一
、

0
.

0 5
、

0
.

0 7 5
-

0
.

1 0
、

0
.

15
、

0
.

2 0林g / m l
,

按 样 品 消 化处

理
,

以硒各稀释浓度为横座标
,

相应的荧光

强度为纵座标
,

用直线回归方程处理后
,

在

座标纸上绘制
。

三
、

反应的最佳酸度与温度

样品内含 S e
化合物经酸消 化 成 S e + 曦 ,

能与 D A N反应生成 4 , 5 一苯并茎硒 脑 ( 4 ,
5

-

B e n : o p i a s e
l
e n o l )

,

此络合物具有 较 强 荧

光
,

经环己烷萃取后、 测定艺硒脑 荧 光 强

度
,

可计算样品硒含量
。

艺硒脑生 成 随酸
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4 6 3

性条件增加反应速度减慢
,
反之则相反

,
其

中以 p H I
.

8 0~ 2
.

。。强度最佳
。

煮沸可 加 速

反应
,

60 ℃时随 时 间 延 长
,

茎硒脑生成强

度缓慢增加
, 1 00 ℃时

, s m in 反应 达 最 高

峰
, 7 m in 后

,

因 D A N氧化分解
,

茎硒脑受

破坏
,

反应强度逐渐减弱
。

故选择 p H I
.

80
,

10 。℃煮沸 s m如为本实验条件
。

四
、

DA N最佳剂量

取标准硒 0
.

1
、

0
.

2
、
0

.

3卜g ,

分别加。一 %

D A N液 1
、

s
、

5 m l
,

在加入 3 m 1D A N液

后
,

荧光强度稳定无变化
。

五
、

血硒测定质量控 制

1
.

个值控制图
:
同一份血作为质控样

品
,
与分析样品同时消化

,

所获数据 (表 l)

表 1 控 制 样 品 血 硒 值

编号

结果 林g / m l

5 6 7 8 9

0
。
0 8 3 0

。
0 8 7 0

。
0 80 0

。

0 9 1 0
。
0 8 5 0

。
0 8 5 0

。
1 0 4 0

。
0 9 6 0

。
0 86

绘制控制图 (图 1)
。

表 2 血硒乎行样侧定数据

测定 平行样 ( n 二 2 )

顺序 K

又一又一
均数 (卜g / m l) 极差
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.
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0 2 4 6 8 10 (衣数 )

图 l 质控样品控制 图

U W L (上警戒限 )

限 ) = 0
。
0 7 4

U C L (上控制限 )

限 ) = 0
。
0 6 7

= 。
.

1 0 4 ,
LW L (下警戒 0

。
6 8 1 0

。
0 1 3

= 。 .

1 1 .1 L C L ( 下 控制

2
.

极差控制图
:
同一份血样品的平行

样连续测定 9 次
,

以观察结果的离中趋势
,

用于重复试验的精密度控制 (表 2
、

图 2)

贾 =
遏旦

= 一卫
K

。

0 1 3

9
二 0

.

0 0 1

月
攀o

·

0 0 2

3
.

准确度控制图
: 直接以 0

.

0 5林g /m l

硒标准液加入血样品
,

测定硒的回收率而制

图 (表 3
、

图 3)
。

血硒平均回收率为 98
.

3%
,

变异系数 ( C V ) 为 1
.

0了%
。

六
、

参考位

本文测定24 例正常人血硒水平在 0
.

06 1~

0 2 4 6 8 1 0

测定顺 J护

图2 极差控制 图
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表 3血硒回收率

测定
次数

原含硒
量卜g

加入标准
硒量卜g

测定硒数
回收率

牙
内UO 088 6
.U 8 0O甘OUOUOUg n甘

00曰

,孟,二

0
。
0 77

0
。
0 7 7

0
。
0 77

O
。
0 77

0
。
0 7 7

0
。
0 7 7

O
。
0 7 7

0
。

0 7 7

0
。
0 5

0
。

0 5

0
。
0 5

0
。
0 5

0
。
0 5

0
。
0 5

0
。
0 5

0
。

0 5

0
。
1 2 6

0
。
1 2 6

0
。

1 2 6

0
。
1 2 5

0
。
1 2 6

0
。
1 2 7

0
。
1 2 7

O
。
1 2 6

0
。
Q4 9

0
。
0 4 9

0
。
0 4 9

O
。
0 4 8

0
。

0 4 9

0
.

0 5 0

0
。
0 5 0

O
。
0 4 9

F 二 , s
。
3 , S F = i

。

o s .
U C L 二 1 0 1

。
4 4 0 、 L C L , 9 5

。
1 6

果与W
e s t e r m a r k等在芬兰南部 H e ls i n k i 地

区成人血硒测定结果相一致 〔` 〕。

微量元素测定中最重要的问题是防止污

染
,

减少损失
,

以保证测定结果的准确性和

重复性
。

本文认为 ( 1 )试剂
、

试管和吸管的

清洁很重要
,

未经去离子水源及低纯度化学

试剂可干扰测定结果 ; ( 2 ) 消化的样品以当

天采集并及时处理为宜
,

以避免 污 染 的机

会 , ( 3 ) 样品反应的温度
、

时间 及 p H直

接影响茎硒脑的生成和荧光强度
,

应严格控

制 ,
( 4 ) 每月取同一份血定值后

,

贮存在
一 20 ℃冰箱内保存

,

作为质控样品 , ( 5 )

大量样品测定时
,

可根据质控样品是否全部

落在控制限内
,

而对实验干扰因素进行及时

校正
,

以确保结果的准确性
。
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图 3 准确度控制图

0
.

1 1 7林g /m l
,

平均 0
.

0 5 3士 0
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0 1 3卜g / m l
,
性

别
、

年龄之间无差异 ( P > 0
.

0 5)
。
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