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摘 � 要 � 石墨炉原子吸收光谱法是测定动物脑组织 Fe含量的常用方法, 然而由于传统的液体进样方法中,

样品前处理阶段用硝酸消解周期长, 成本高耗时长, 限制了原子吸收光谱技术在测定动物组织中 Fe含量的

应用。文章以 SD 大鼠脑部海马、纹状体、皮层为实验材料, 采用固体进样器进样, 利用石墨炉原子吸收光

谱技术对各组织中的 Fe 含量进行了测定, 并与传统法方法 � � � 硝酸消解样品后, 液体进样的石墨炉原子吸

收光谱测定结果做了比较, 结果表明这两种方法所测结果无显著性差异, 但应用固体进样法 , 样品前处理阶

段明显简单, 显著节省了样品准备时间, 降低了工作量, 使测定时间明显缩短, 成本明显降低, 并且能够有

效避免外界因素对测定结果的影响, 为固体进样法的进一步应用奠定了基础。
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引 � 言

� � Fe是人体的必需微量元素。作为血红蛋白、细胞色素、

各种氧化还原酶的必要组成成分, 体内众多的生化反应都需

要 Fe参与。Fe代谢紊乱可引起多种常见疾病, 例如, F e缺

乏可造成贫血、智障等; 而 Fe 过量则可促发大量自由基, 引

起神经退行性病变及许多与老年相关的疾病[ 1] 。因此, 研究

脑 Fe代谢调控的分子机制具有十分重要的理论和现实意义。

准确、快速检测脑 Fe 含量是这一研究过程中的重要环节。

常用的实验动物一般是小鼠或大鼠, 脑部各个区域都很小,

而且组织内的含 Fe量很低 , 常用的组织测 F e方法不能满足

对不同脑区 Fe含量的测定。石墨炉原子吸收光谱法( g raph-

ite fur nace ato mic absor pt ion spect rometr y, G FA A S)便成为

了测定不同脑区 Fe 含量的手段[2- 4] 。

原子吸收光谱法是基于气态的基态原子外层电子对紫外

光和可见光的吸收为基础的分析方法。其基本原理为: 从空

心阴极灯或光源中发射出一束特定波长的入射光, 在原子化

器中待测元素的基态原子蒸汽对其产生吸收, 未被吸收的部

分透射过去。通过测定吸收特定波长的光量大小, 来求出待

测元素的含量[5] 。石墨炉原子吸收光谱法是将处理好的待测

样品注入可被加热的石墨管中, 经过预先设定的干燥、灰

化、原子化等升温程序使共存机体成分蒸发出去, 同时在原

子化阶段的高温下 Fe 化合物解离为基态原子蒸气, 并对空

心阴极灯发射的特征谱线产生选择性吸收。在选择的最佳条

件下, 通过背景扣除, 测定样品中 Fe的吸光度, 从而得出样

品中 Fe含量[ 6] 。

一直以来, 对不同脑区 F e含量的测定首先要对样品进

行长时间的硝酸消解, 然后再多次稀释, 不仅浪费了大量时

间还有可能造成很大误差, 对研究脑 Fe 水平变化带来了很

大不便[ 2, 3] 。

采用固体进样的石墨炉原子吸收光谱是新近发展起来的

技术, 由于其样品处理简单易行, 所需样品量很少, 为测定

动物微量组织中 Fe 的含量提供了很大方便, 目前为止, 尚

未发现应用该方法测定脑 Fe含量的报道。

本研究运用固体进样石墨炉原子吸收光谱技术测定了年

龄对大鼠大脑皮层、海马、纹状体等脑区 Fe水平的影响 , 并

与传统的测定方法进行了比较。

1 � 实验部分

1� 1 � 仪器和试剂
主要仪器: N ovA A- 400 型原子吸收分光光度计, 固体进

样器 ( Solid sampling system SSA61Z, 德国耶拿公司) , 石墨



炉原子吸收分光光度计 ( G FA A S, P erkin Elmer, A nalyst

100, W ellesly, M A ) , 超声破碎仪( M SE Sonipr ep 150 U ltr a-

sonic Disint eg r ator Scientific Instr uments, Sussex , U nited

King do m)。

主要试剂: 1 000 �g � mL - 1 Fe 标准溶液 GSB G 62020

- 90( 2601) (国家钢铁材料测试中心, 钢铁研究总院 ) , 标准

物质小麦粉 GBW08503b(国家粮食局科学研究院, 国家标准

物质研究中心) F e含量( 37� 7 � 9� 4) mg � kg- 1 , 超纯度硝酸,

HEP ES, 硝酸镁等购自 Sig ma公司。

1� 2 � 样品制备

1� 2� 1 � 固体进样石墨炉原子吸收光谱法测定的样品制备
取不同年龄组 SD大鼠不同脑区: 大脑皮层、海马、纹状

体组织适量, 110 � , 烘箱干燥 4 h 备用。

1� 2� 2 � 普通液体样品的制备

取不同区域脑组织适量放入 H EPES 缓冲液中( 1� 20 的

重量体积比)进行超声破碎处理, 取 50 �L 匀浆液加入到等

体积的超纯度硝酸中, 50 � 消化 48 h, 按照 1� 40 的稀释度

将消解液与 3� 12 mmol � L- 1的硝酸溶液混合后进行 Fe含量

的测定[2, 3] 。

1� 3 � 测定条件

用固体进样石墨炉原子吸收法测 Fe, 测定波长 248� 8,

狭缝宽度为 0� 2 nm, 灯电流为 2� 0 mA , 石墨炉升温程序见

表 1。

Table 1 � Temperature rising process of graphite furnace

步骤 温度/ � 升温速率/ � � s- 1 保持时间/ s 氩气流量

Drying 90 5 20 m ax

Drying 105 3 20 m ax

Drying 110 2 10 m ax

Pyrolysis 1 100 250 10 m ax

AZ* 1 100 0 6 m ax

Au tomiz a 2 000 1 500 4 m ax

Cleanout 2 300 500 4 m ax

� � 液体进样石墨炉原子吸收法测定 Fe 含量, 测定波长

248� 3 nm, 狭缝宽度 0� 2 nm, 预处理温度 1 400 � , 原子化

温度2 400 � 。每次上样体积为 50 �L , 内含 0� 05 mg 的硝酸

镁进行校正。

1� 4 � 标准曲线的绘制

1� 4� 1 � 固体进样法标准曲线的绘制
� � 稀释 1 000�g � mL- 1的标准 F e溶液至 8�g� mL - 1 , 分

别移取 1� 25, 2� 5, 3� 75, 5, 6� 25 mL 用 2% HCl定容至 25

mL, 配制成分别含 Fe 0� 4, 0� 8 , 1� 2, 1� 6, 2� 0 mg� L - 1的

标准溶液, 每次进样 8 �L , 使其中含 F e量分别为 3� 2, 6� 4,

9� 6, 12� 8, 16 ng , 在上述仪器工作条件下测各浓度溶液的

吸光度, 扣除背景后绘制标准曲线(见图 1)。

1� 4� 2 � 液体进样法标准曲线的绘制

将标准 Fe溶液稀释至 0, 10, 20, 30, 40�g� L - 1 , 空白

对照采用含 0� 2% 硝酸的匀浆液, 每次进样 50 �L , 内含

0� 05 mg 的硝酸镁进行测定。

Fig� 1� Iron standard curve

2 � 结果与讨论

2� 1 � 标准曲线正确性的检验

用于固体进样法测定绘制的标准曲线经过反复验证, 并

且用已知 Fe含量的国家标准物质小麦粉检验, 验证结果证

明曲线准确。

2� 2 � 年龄对大鼠不同脑区 Fe含量的影响

采用固体进样法, 利用石墨炉原子吸收分光光度计测定

不同年龄大鼠大脑皮层、海马和纹状体组织中的 Fe 含量,

结果发现: 随着年龄增加, 不同脑区的 Fe 含量也随之增加,

但不同脑区增加的特征不同。出生后 7 和21 d 的大鼠大脑皮

层、海马和纹状体 F e含量变化不明显, 均略有降低, 可能是

该时期脑的快速发育, 对 F e的需求增加, 但脑 F e吸收的速

度不能与之相适应造成的。3 个月成年大鼠大脑皮层、纹状

体 Fe含量与刚断乳(出生后 21 d)相比, 大脑皮层和纹状体

区域 F e含量显著增加, 海马 Fe含量也增加但没有统计学意

义。当大鼠长到中老年( 11 月龄) , 皮层、海马和纹状体 Fe

含量均比 3月龄大鼠显著增高, 老年大鼠( 21 月龄)脑内, 3

个脑区 Fe含量的增加与 3 月龄相比均有极显著性差异, 海

马脑区 Fe 含量最高, 达到( 71� 27 � 7� 57) mg � kg- 1干重组

织, 与 11 月龄相比也有显著性变化。但与 11 月龄相比其他

脑区的 Fe没有显著性变化 (如表 2)。新的研究发现, 脑 Fe

的过度积累与多种神经退行性疾病的发病有关, 阿尔茨海默

病( alzheimer� s disease, A D) 患者脑内海马神经元有大量变

性坏死, 氧化应激水平的增高与其关系密切[7- 9] 。F e 通过

F ento n 反应, 可以产生毒性较强的羟自由基, 对神经细胞能

够造成严重伤害[ 10- 12] , 我们的研究结果显示: 老年大鼠脑内

海马区域 Fe水平显著增高, 由此引发的毒性损伤可能会增

强, 从而为 F e过度积累引起神经细胞变性损伤和老年性痴

呆的发生提供了实验依据。

2� 3 � 液体制样法测定大鼠脑 Fe含量

通过组织悬液制备, 硝酸消解, 液体稀释等过程的样品

制备, 利用石墨炉原子吸收分光光度计测定微量组织 Fe 含

量的方法, 是目前国内外常用的方法[ 2, 3, 13, 14] , 为了检验固

体进样法的可靠性, 我们还选用了出生后 11 个月的大鼠脑

组织, 用传统液体样品制备的方法测定了大脑皮层、海马和

纹状体 F e含量, 如表 3所示 : Fe含量在 12� 27~ 14� 15 mg �
kg- 1湿重组织。三种组织的 Fe含量没有显著性变化。
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Table 2� Regional brain iron concentrations ( mg� kg- 1 dry tissue weight) in developing rats

7天( n= 6) 21天( n= 6) 3月龄( n= 6) 11月龄(n= 6) 21月龄( n= 6)

皮层 35� 98 � 8� 16 34�68 � 3� 30* 45� 56 � 4� 12 55� 8 � 11�17* 57�34 � 6� 45* *

海马 43� 99 � 13� 86 36� 69 � 3� 88 42� 03 � 11� 46 60� 86 � 13� 64* 71� 27 � 7� 57* * #

纹状体 37� 29 � 9� 56 34�43 � 5� 55* 43� 68 � 8� 83 59� 9 � 18�98* 60�25 � 7� 44* *

* P< 0� 05, versu s to postnatal day 3 months; * * P< 0� 01, vers us to postnatal day 3 m onths; # P< 0� 05 versu s to postnatal day 11 month s

Table 3 � Regional brain iron concentrations in rats at postnatal 21th day

组织种类 皮层 海马 纹状体

Fe 含量/ ( mg � kg- 1湿重组织) 13� 69 � 0� 67 12� 27 � 0� 75 14� 15 � 0� 94

Fe 含量/ ( mg � kg- 1干重组织) 60� 37 � 2� 95 54� 11 � 3� 31 62� 40 � 4� 15

2� 4 � 固体进样与液体进样法 Fe含量测定结果的比较

为了验证固体进样法测定结果的准确性, 我们又选用出

生后 21 d 的大鼠, 测定了其脑部皮层、海马和纹状体的 Fe

含量, 如果将测定的结果换算成干重组织中的 Fe 含量[7] ,

其数值大约应该在 54� 11~ 62� 40 mg� kg - 1干重组织范围内

(见表 3) , 与固体样品测定法所测定的结果相近。

固体进样和液体进样石墨炉原子吸收光谱法其检测原理

是一样的, 工作过程也基本一致, 都是经过预先设定的干

燥、灰化、原子化等升温程序, 在原子化阶段高温下, 使 Fe

化合物解离为基态原子蒸气, 对空心阴极灯发射的特征谱线

产生选择性吸收, 在选择的最佳条件下, 通过背景扣除, 测

定样品中 Fe的吸光度, 从而得出样品中 F e含量。其关键区

别在于样品的制备和测定条件的选择。

固体样品的制备过程简单, 只需将一定量的新鲜组织放

入烤箱直接烘烤 4 h 以上即可用于测定。在这一过程中, 组

织一直处于隔离状态, 避免外界环境中微量 Fe 对测定结果

的影响, 能够提高测定结果的稳定性。其次, 固体样品的制

备所用器皿、试剂少, 避免了传统样品制备过程中繁杂的准

备、处理过程, 显著节省样品准备时间, 降低了工作量。第

三, 液体样品制备过程需要超纯度硝酸, 消化时间为 48 h,

之后还要根据溶液中 Fe含量的高低对液体进行一定倍数的

稀释, 然后才能用于测量[ 2, 3]。而固体样品的制备不需这一

复杂的过程, 因此使样品测定的成本更低。

总之, 固体进样石墨炉原子吸收光谱技术适合测定微量

组织中 Fe含量, 该方法不仅能够有效避免外界因素对测定

结果的影响, 还能够节省测定时间、减少工作强度, 还能够

有效减低测定成本, 必将广泛应用于微量动物组织 F e含量

测定。
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