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摘　要　针对林蛙皮肤组织生物有机体的复杂组成,进行微波辅助消解、硝酸过氧化氢湿法消解和低

温干灰化法三种制备样品方法比较,利用数理统计方法确定最佳样品处理方法。微波消解法具有时间短、

有机质消解能力强和试样溶液均匀性好的特点,可以大大缩短分析流程,在 HNO 32H 2O 22HC l2H 2O 酸溶体

系,阶段性输出功率条件下进行试样密闭消解制备样品的方法,采用标准溶液基体匹配法消除基体干扰,

利用 ICP2A ES分析技术, 同时检测林蛙皮肤组织样品常量和微量元素。该方法经国家猪肝标准物质

GBW 08551验证,测得方法相对误差为 0. 17%—6. 67% ,方法回收率为 97. 6%—100. 6%。各项检测指标

均能满足生物样品检测要求,达到满意的测量结果。
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1　前言
中国林蛙是集食、药、补为一体的特种食药经济动物,是我国重要的经济蛙类。吉林省长白山是

中国林蛙主要产区,所产的林蛙以产油量高、蛙油价值佳而享誉国内外。近年来,对于林蛙的研究出

现了多方位的趋势。在深入研究哈蟆油的药理基础上,林蛙组织样品的药化[1, 2 ]分析不断揭示出林

蛙更深层次和潜在的医疗保健作用及经济价值。林蛙产业已成为发展地方经济的重要支柱产业之

一。林蛙皮肤作为一种副产品,其化学成分及经济价值日渐受到重视。如林蛙皮抗菌肽:从长白山

林蛙皮肤中提取、分离出具有抗菌活性的蛋白及多肽的混合物,其抗菌效果明显。林蛙皮面膜、林蛙

皮美容胶囊: 以林蛙皮为主料,配以其他美容功能成分,经超微技术、真空干燥技术生产,具有良好

的保湿养颜美容保健功效[2 ]。

目前,国内外有关中国林蛙油的成分及其部分功能已有较多研究报道[1, 2 ] ,但关于林蛙皮肤组

织微量元素测试方法的研究报道所见极少[1 ]。本文作者通过电感耦合等离子体2原子发射光谱法
( ICP2A ES)研究动植物[3—5 ]样品分析的基础上,以长白山林蛙皮肤组织样品为例,进行林蛙皮肤组

织样品化学处理的方法比较,建立微波消解2ICP2A ES技术同时多元素检测的分析方法。

2　实验部分
2. 1　仪器及工作条件

见参考文献[ 4 ]。
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2. 2　标准溶液

用标准储备液,配制混合标准溶液,在 STD 12STD 4标准中加入 1%的基体元素Ca和 P 进行基

体匹配,为避免某些元素间的化学干扰按其化学性质高浓度标准溶液分为四组。各种浓度值见表

1。
表 1　标准溶液浓度 (Λg·mL - 1)

待测元素 基体

STD1浓度 0. 00 Ca (1% ) , P (1% )
STD2 M g Cd Be Cu M o Pb 基体
浓度 12. 5 12 10 11 10 10 Ca (1% ) , P (1% )
STD3 A l Fe Co In M n N i 基体
浓度 10. 6 13 10 10 12 13 Ca (1% ) , P (1% )
STD4 B Ba Cr L a V Y 基体
浓度 10 11 10 10 12 10 Ca (1% ) , P (1% )
STD5 Ca P
浓度 5% 5%

2. 3　样品处理

分别准确称取 0. 1000g 林蛙皮肤组织样品各 20份,放入体积为 100mL 密闭的聚四氟乙烯微

波消化罐中,加入 8mL HNO 3 和 1mL H 2O 2 浸泡过夜。次日,加入 1mL HC l和 5mL H 2O 放入微波

炉内消解,先在输出功率为 150W 条件下消解 10m in,然后在输出功率为 360W 条件下消解 5m in,

取出冷却,开盖,在 120℃恒温电热板浓缩试液体积约 1mL 时,取下冷却后用二次蒸馏水定容于

10mL 容量瓶中,待测。

3　结果与讨论
3. 1　样品制备

图 1　微波消解条件实验

3. 1. 1　干法制备样品[6 ]

准确称取 1. 0000g 林蛙外皮组织样品 11份于石英

坩埚中, 2个空白样品。置于高温炉中,从低温逐渐升温

到 200℃,保持 1h;继续升至 300℃,保持至黑烟冒尽后,

逐渐升温到 550℃,关上炉门灼烧 4h。取出坩埚,此时样

品呈灰白色,加 1mL 硝酸溶解灰份,用二次蒸馏水定容

到 10mL 容量瓶中,摇匀待测。检测数据列于表 2。

3. 1. 2　湿法制备样品[7 ]

准确称取 0. 1000g 林蛙外皮组织样品 11份于聚四

氟乙烯坩埚中,带 2个空白。加入 5mL 硝酸、0. 5mL 高氯酸,盖上坩埚盖,放置 24h。第二天取下坩

埚盖,将坩埚置于可控恒温电热板上升温至 120℃,消解溶解。待试样溶解完全呈透明液时则浓缩

至体积约为 1mL ,取下,冷却后用二次蒸馏水定容于 10mL 容量瓶中,摇匀待测。检测数据列于表

2。

3. 1. 3　微波辅助制备样品

见 2. 3样品处理,检测数据列于表 2。

3. 2　微波消解条件

微波消解程度与试剂的种类、用量以及输出功率的大小有一定的关系,本实验根据无机酸的性

质、ICP2A ES技术对酸液的要求和微波条件的特点三种情况的有机结合,选用硝酸、盐酸和过氧化
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氢为溶剂,根据实验结果 (见图 1 所示) ,选择HNO 32HC l2H 2O 22H 2O (8∶1∶1∶5)酸溶体系针对其

动物样品复杂的碳氢化合物、蛋白质、类脂组成进行消解[8, 9 ]。

3. 3　林蛙皮肤组织样品制备方法

比较 ①微波辅助消解、②酸湿法消解和③低温干灰化 3种方法处理林蛙外皮组织样品的测试

平均值、标准偏差 (S)、相对标准偏差 (R SD )数据和最小R SD 数值统计结果列于表 2。相对标准偏

差为 0. 50%—5. 06%。
表 2　生物组织样品制备条件试验 (n= 11, Ξ (B) öΛg·g- 1)

序号
均值

微波

均值

湿法

均值

干法

S

微波

S

湿法

S

干法

RSD (% )

微波

RSD (% )

湿法

RSD (% )

干法

A l 239 212 259 2. 20 1. 08 12. 15 0. 92 0. 51 4. 69
Fe 751 749 686 8 11 29 1. 03 1. 52 4. 20
Ca 28513 28295 26270 144 235 1820 0. 50 0. 83 6. 93

M g 2168 1913 2008 36 53 116 1. 66 2. 77 5. 78
B 8. 59 7. 59 9. 70 0. 1 0. 3 0. 76 1. 22 3. 95 7. 87
Ba 111. 5 113 84. 1 2. 3 0. 25 3. 53 2. 06 0. 22 4. 21
Cd 0. 79 0. 83 0. 61 0. 04 0. 07 0. 06 5. 06 8. 43 9. 09
Cu 24. 2 13. 4 28. 5 0. 6 0. 64 1. 71 2. 48 4. 77 6. 0
L a 16. 63 16. 00 14. 88 0. 36 0. 55 1. 02 2. 14 3. 41 6. 82

M n 48. 64 47. 89 37. 54 0. 58 1. 02 1. 63 1. 19 2. 13 4. 33
P 37729 36335 37325 267 1005 1995 0. 71 2. 77 5. 34
Pb 14. 1 13. 4 19. 5 0. 21 0. 3 1. 48 1. 49 2. 24 7. 58
Sr 36. 15 33. 23 29. 00 0. 71 1. 05 0. 11 1. 96 3. 16 0. 38
T i 12. 66 11. 65 14. 20 0. 18 0. 23 1. 15 1. 46 1. 97 8. 07
V 5. 72 5. 49 7. 39 0. 06 0. 23 0. 39 1. 14 4. 1 5. 28
Zn 193 188 148 2. 85 2. 8 11. 7 1. 47 1. 49 7. 91
最小RSD 方法 微波 湿法 干法
统计结果 最小RSD:元素 13∶16 2∶16 1∶16

　　表 2可知,通过 3种林蛙外皮组织样品处理方法所测得 16个元素共计 48个R SD %数值进行

数理统计,得出各种方法最小R SD %所占元素的比例为: 干法为 1∶16、湿法为 2∶16、微波法为

13∶16。得出结论:微波辅助消解处理样品的方法所测定的最小R SD %所占比例为 81. 25%。因此

本实验选择用微波消解方法制备样品,比较适合有机体复杂的生物组织样品的检测[9 ]。

3. 4　方法测定下限、准确度、回收率实验

分别测量基体空白溶液、国家标准物质 GBW 08551 (猪肝标准物质)各 11 次,由 JA 902750 型

ICP2A ES (美国热电公司)实时测控软件仪器性能检测系统自动计算方法测定下限,各元素相对误

差为 0. 17%—6. 67% ,回收率为 97. 6%—100. 6% ,平均值。实验结果列于表 3。
表 3　方法测定下限、准确度 (RE)、回收率 (n= 11, Λg·mL - 1)

序号 Fe3 Ca M g Cd Cu M n P3 Pb Zn

测定下限 0. 01 0. 09 0. 09 0. 009 0. 02 0. 004 0. 23 0. 13 0. 004

平均值 0. 107 201 732 0. 064 17. 2 8. 41 1. 35 0. 58 170

推荐值 0. 105 197 747 0. 067 17. 2 8. 32 1. 3 0. 54 172

RE (% ) 2. 03 - 1. 97 - 4. 03 - 4. 03 0. 17 1. 03 3. 85 6. 67 - 1. 22

序号 A l B Ba L a N i Sr T i V Y

测定下限 0. 09 0. 015 0. 007 0. 03 0. 04 0. 04 0. 01 0. 04 0. 006

加标试样测定值 22. 42 32. 41 28. 06 6. 32 7. 36 35. 56 7. 07 6. 16 6. 71

试样测定值 12. 61 22. 35 18. 2 1. 38 2. 48 25. 61 2. 16 1. 22 1. 68

加标量 10. 00 10. 00 10. 00 5. 00 5. 00 10. 00 5. 00 5. 00 5. 00

回收率 (% ) 98. 1 100. 6 98. 6 98. 8 97. 6 99. 5 98. 2 98. 8 100. 6

　　注: 3 为[Ξ(B) ö10- 2 ]

3. 5　样品测定

分别取林蛙内皮和外皮样品个 20份,按 2. 3微波消解制样方法处理样品,分别测得试样溶液
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中各元素平均值列于表 4。
表 4　林蛙皮肤样品检测数据 [n= 20, Ξ (B) öΛg·g- 1 ]

样品名称 A l Fe Ca M g B Ba Cd Cu

林蛙内皮平均值 87. 2 307. 3 34057 1765 6. 69 90. 36 - 7. 06

林蛙外皮平均值 239. 9 752. 3 28473 2170 8. 55 111. 5 0. 80 23. 9

样品名称 L a M n P Pb Sr T i V Zn

林蛙内皮平均值 18. 7 38. 8 41095 - 39. 3 8. 76 6. 72 132. 9

林蛙外皮平均值 16. 62 48. 62 37757 14. 12 36. 01 12. 61 5. 71 195. 4

4　结论
由于 ICP 中试样是在通道里进行蒸发、分解、电离和激发的,试样成分的变化对于高频趋肤效

应的电学参数的影响 (即基体干扰效应)很小,在优化仪器工作参数条件下,保持试样溶液和标准溶

液具有大致相同的基体是十分重要的。本实验在标准溶液中加入Ca、P 主要元素,采用基体匹配法

消除基体效应。实验数据分析:林蛙内皮和外皮微量元素含量差异较大,元素A l、Fe、Cu、Zn 的含量

外皮要比内皮高 1. 5—3倍,特别是受污染影响的重金属元素Cd、Pb 内皮样品没有检出,另外元素

Ca、L a、P、Sr、V 的含量林蛙内皮高于外皮,各种微量元素在增强生物肌体的免疫机能等方面具有

重要的生理作用,而且与其生长环境密不可分,其规律性有待于进一步研究。本实验方法可以为野

生动物组织样品微量元素的检测提供一种快速可行实用的分析手段。
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Abstract　M ethods of p reparation samp le w ere studied comparatively fo r comp lex frog sk in tissue

organ ism of R ana dybow sk ii by m icrow ave assistan t digestion, w et p rocess digestion of n itric acid2
hydrogen perox ide, and dry ash ing p rocess of low temperature. Op tim ally m ethod of p reparation
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samp le w ere confirm ed by m ethod of m athem atical statistics. T he m ethod of m icrow ave digestion have

characteristics of consum ing short tim e and better digestion fo r o rgan ism and good un ifo rm ity. T he

system of acidic so lven t HNO 32H 2O 22HC l2H 2O by condition of phased output pow er w as. A dop ted fo r

the m atrix m atch ing to elim inate m atrix in terference. T he m acroconstituen t and trace elem en ts of rana

dybow sk ii sk in w ere detected by ICP2A ES. T h is m ethod w as verified by national po rk liver standards

GBW 08551. T he relative erro r is betw een at 0. 17%—6. 67%. T he recovery is betw een at 97. 6% —

100. 6%. T he detection data all satisfy standards of bio logical tissue detection.

Key words　 ICP2A ES; R ana D ybow sk ii; F rog Sk in T issue;M icrow ave D igestion;M icroelem en ts
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