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ICP�MS等三种测定蛹虫草硒含量方法的比较
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摘 � 要 � 采用微波消解法对试验样本进行消解, 分别通过 ICP�MS 法、H PLC/荧光法和 3, 3�二氨基联苯胺
比色法三种方法测定了富硒蛹虫草菌丝体中硒的含量, 对上述几种硒含量测定方法的工作条件、检出限和

精确度进行了对比研究。实验结果表明 : ICP�MS 法、H PLC/荧光法和 3, 3�二氨基联苯胺比色法的检出限分
别为 0� 260 7, 0� 182 1 和 10� 485 9 �g � L - 1 , ICP�MS 法的检出限最低, 3, 3�二氨基联苯胺比色法的检出限

最高。在精密度方面, 对同一样品以 ICP�MS 法测硒的标准差为最低, 以 3, 3�二氨基联苯胺比色法测硒为最
高。建议当分析样品中硒含量很低时, 可选用 HPLC/荧光法和 ICP�MS 法, 如分析样品含硒量相对较大, 可

采用 3, 3�二氨基联苯胺比色法。
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引 � 言

� � 蛹虫草为我国名贵中草药, 是一类极具保健功能的大型

药用真菌, 隶属于真菌界、真菌门、子囊菌亚门、核菌纲、肉

座菌目、麦角菌科。它不仅含有多种活性物质, 而且含有大

量为人体所必需的微量元素, 其中硒是人们最新发现的一种

重要的微量元素, 具有抗癌、抗疾病、抗衰老的作用; 对砷、

汞、镉等重金属有解毒作用; 但是过量的硒又会引起中毒。

人们对硒产生了浓厚的兴趣, 化学, 环境和生物学家都

在积极探索更好的测硒方法。我国科学家们, 在 20 世纪 90

年代, 就开始研究测定硒的方法, 如王旗等运用气相色谱法

测定硒元素[1] ; 张权等用催化动力学法测定硒 (  ) [ 2] ; 彭茵

用石墨炉原子吸收光谱法直接测定生物样品痕量硒[ 3] ; 陈建

华等还通过阳离子交换树脂分离�ICP 光谱法测定茶叶中微

量硒[4]。荧光分光光度法作为国标法, 在实际中应用很多,

邓桂春等利用此法进行了富硒蛹虫草试样中硒的形态分

析[5]。孙立波等、黎远冬等、马莺等探讨了用高压液相结合

荧光检测测定生物样品中硒的方法[6�8]。现在测硒方法日益

成熟, 国内外科学家近年来又发展出了氢化物�原子吸收光

谱法 HG�AAS [ 9�14]、氢化物�原子荧光光谱法 HG�AFS [15]、

石墨炉原子吸收光谱法 GFAA[ 16] , 电感耦合等离子体�质谱

ICP�M S[ 17]等方法测定微量硒元素。由于含硒样品种类繁多,

且每种测定方法都有其优缺点, 所以根据不同的分析样品,

选择合适的测定方法, 有着非常重要的意义。

我们在已经进行的蛹虫草中 ICP�MS 测硒方法基础

上[ 18] , 又用 HPLC/荧光法和 3, 3�二氨基联苯胺比色法进行
了对蛹虫草中的硒含量进行了测定, 并对测定结果进行了对

比分析, 探讨三种测硒方法的各自特点。

1 � 实验方法

1� 1 � 仪器及试剂

微波消解仪, Water s 高效液相色谱仪, 日本日立荧光检

测器; 美国 Ag ilent 公司 7500c 型电感耦合等离子�质谱仪,

日本日立紫外�可见光远红外分光光度计。

硒标准储备液: 500 mg� L - 1 (国家环保总局标准样品研

究所) ; 优级纯浓硝酸和浓盐酸; 分析纯 EDT A; 分析纯盐酸

羟胺; 分析纯 3, 3�二氨基联苯胺; 色谱纯 2, 3�二氨基萘( Sig�

ma公司) ; 色谱纯环己烷; 分析纯二甲苯; 色谱纯乙腈。



1� 2 � 样品的预处理
以本实验室得到的最佳富硒条件, 发酵培养蛹虫草, 过

滤、洗涤并烘干, 磨碎过 40 目筛。准确称取适量样品于干燥

的聚四氟乙烯消解罐内, 加入 5 mL 硝酸, 摇匀, 密封, 置入

微波消解系统中, 按照表 1 的工步程序进行逐步消解, 将消

解罐取出, 冷却后打开, 至于电热板(调至低温档)上赶尽棕

色烟雾, 冷却, 加入等体积的盐酸, 加热至产生白烟为终点

( ICP�MS 法省略还原步骤) , 冷却后定容, 转移至三角瓶中,

待测定。

Table 1 � Microwave acid digestion operation process

工步 T / min 压力/ kPa 工步 T / min 压力/ kPa

1 2 300 3 6 900

2 4 600 4 8 1 000

1� 3 � ICP�MS法测定硒含量

工作曲线的绘制, 样品定量分析采用外标法, 内标元素

选用89 Y。将硒标准储备液( 400 mg � L- 1 )逐级稀释成硒标准

溶液, 0, 10, 50, 200 �g � L - 1浓度, 测定时采用样品与内标

物同时进样, 绘制标准曲线。

1� 4 � HPLC/荧光法测定硒含量

工作曲线的绘制, 将硒标准储备液 ( 400 mg � L - 1 )逐级

稀释成 1 �g � mL - 1硒标准溶液, 分别取 0, 0� 2, 1, 2, 3, 4

mL 进行消化, 于上述消化液中加入 1 mL EDT A ( 2% )和 2

~ 4滴甲酚红指示剂摇匀, 溶液应呈桃红色, 用 30% NaOH

调至浅橙色, 此时溶液 pH 值为 1� 5 ~ 2� 0, 再加入 2� 0 mL

0� 1% 2, 3�二氨基萘溶液摇匀, 置沸水浴内加热 5 min, 取出

冷却。生成的 4, 5�苯并苤硒脑用 3� 0 mL 环己烷萃出。取 10

�L注入高效液相色谱仪, 以保留时间定性, 峰面积外标定

量。色谱条件为色谱柱, YM C C18�10�m, 4� 6 ! 250 mm; 流

动相, 乙腈, 流速 1 mL � min- 1 ; 柱温为室温; 荧光检测器

激发波长 Ex= 378 nm , 发射波长 Em= 558 nm。观察保留时

间, 绘制标准曲线。

1� 5 � 3, 3�二氨基联苯胺比色法测定硒含量

工作曲线的绘制, 准确吸取 1 �g � mL - 1硒溶液 0, 5,

10, 15, 20, 25 mL 加入分液漏斗, 加水至 35 mL , 分别加

5% EDTA�2Na 1 mL 摇匀, 1∀ 1 盐酸调 pH 至 2~ 3, 加入

0� 5% 3� 3�二氨基联苯胺 4 mL , 摇匀置暗处 30 m in, 用 5%

NaOH 溶液调至中性, 加入 10 mL 二甲苯, 摇 20 次, 静置 2

min分层, 留二甲苯层, 二甲苯层倒入比色皿, 置于分光光

度计 420 nm 波长测定吸光值, 用对照调零。记录数据。绘制

标准曲线。

1� 6 � 各种方法的灵敏度和精密度
采用食用菌消化样品的空白溶液, 重复进样测定 10 次,

计算其标准偏差, 方法的检出限由标准偏差的 3 倍确定, 检

测下限由检出限的 3倍确定。

在仪器最佳工作条件下, 制作各种方法的校准曲线, 对

各个样品进行测定。每个试样重复测定 3 次。

2 � 结果与讨论

2� 1 � ICP�MS样品采集积分时间的选择

由于硒的每个同位素上采集数据所花费的时间是可以改

变的, 因而对于强度较低、响应信号较小的同位素可以通过

延长采集时间来改善其计数值。因此本实验在协调状态下,

改变积分 0时间, 保证 RSD% < 5� 0 时 , 采集不同浓度的硒

溶液计数率, 结果见表 2。

由结果可知, 浓度、积分时间与响应值呈正相关, 当样

品中硒的浓度小于 5 �g � L - 1时, 必须采用高于 2� 0 s 的积

分时间, 浓度在 5~ 50 �g � L - 1范围内可采用 0� 5~ 1� 0 s 的

积分时间, 硒浓度大于 50�g � L - 1时, 采用 1� 0 s 积分时间

即可。

Table 2 � Relationship between the integration times of ICP�MS

and response value of diff erent concentration of Se

硒浓度/ (�g � L- 1 ) 0� 1( s) 0� 5( s) 1� 0( s) 1�5( s ) 2� 0( s )

空白溶液 10 48 79 105 171

1 29 135 286 375 598

5 90 450 886 1 285 1 786

10 306 1 518 2 955 4 427 5 193

20 620 3 032 5 612 8 405 9 711

50 1 390 6 194 12 158 18 172 21 829

100 2 793 13 545 24 258 36 573 42 484

2� 2 � HPLC/荧光法工作条件的选择

对 HPLC/荧光法的工作条件分别进行了优化选择, 最

佳工作条件见表 3。

Table 3 � Working conditions of HPLC/ f luorometric method

色谱柱 流动相 流速 柱温 激发波长 �Ex 发射波长 �Em 保留时间

YM CC18 10� 4� 6! 250 mm Acetonit rile 1 mL � min- 1 Room tem perature 378 nm 558 nm 5�058 min

� � 在反相色谱中常用的流动相是甲醇、乙腈和四氢呋喃,

据文献[ 18]报道, 4, 5�苯并苤硒脑在乙腈�水体系中的荧光强

度比在甲醇�水体系中的荧光强度强, 100%乙腈中荧光强度

最强, 且峰分离最好, 灵敏度最高。所以本法选用 100%乙腈

为流动相。用一定量硒标准溶液的消化处理液多次注入液相

色谱仪, 分别选用不同波长进行实验, 波长在 558 nm 处有

最大吸收。从图 1 H PLC/荧光测定硒的谱图可以看出,

H PLC/荧光法对样品具有很好的分离和测定效果。

2� 3 � 三种硒含量测定方法工作曲线的线性范围

将标准液稀释不同浓度, 按样品消化方法步骤进行。各
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方法在各浓度范围中的线性关系见表 4。

Fig� 1� Fingprint of Se detected by HPLC/ f luorometric method

Table 4 � Linear ranges of three analytical methods

检测方法 测定范围 r

ICP�M S m ethod 1� 0~ 500 �g � L- 1 1� 000

H PLC/ fluoromet ric m ethod 0� 2~ 4� 0 �g � L- 1 0� 992

3, 3�diamin ob enzidin e meth od 5� 0~ 25� 0 �g � L- 1 0� 999

2� 4 � 三种硒含量测定方法的检出限和精密度

空白溶液重复测定 10 次, 取 3 倍标准偏差所对应的浓

度为每种方法的检出限, 结果见表 5。

Table 5� Limit of detection and RSD of

every detection methods

方法 检出限/ (�g � L- 1 ) RSD/ %

ICP�M S m ethod 0� 182 1 0� 060 7

H PLC/ fluoromet ric m ethod 0� 260 7 0� 086 9

3, 3�diamin ob enzidin e meth od 10� 485 9 3� 495 3

2� 5 � 加标回收实验
采用最佳实验条件, 用 ICP�MS 法、HPLC/荧光法和 3,

3�二氨基联苯胺比色法分别做加标实验结果, 见表 6。上述

三种方法的回收率均在 95% ~ 103%的允许范围内。

2� 6 � 富硒蛹虫草中硒的测定方法比较
取同一样品,分别按 HPLC/荧光法、ICP�M S 法和 3, 3�

Table 6� Recovery ratio of every method

方法
样品含量

/ (�g� L- 1)

加标量

/ (�g� L- 1 )

测定值

/ (�g � L- 1)

回收率

/ %

ICP�MS 48� 24 10 58� 51 102� 70

HPLC/ fluoromet r ic 10� 93 1 11� 81 99

3, 3�diam inobenzidine 59� 0 20 75� 0 95

二氨基联苯胺比色法三种不同的分析方法测定硒含量, 比较

三种不同方法间的相对标准偏差如表 7。结果表明: 对于样

品中硒的测定三种方法结果基本一致。对于痕量硒的分析,

3, 3�二氨基联苯胺比色法精密度、灵敏度有限。HPLC/荧光

法、ICP�MS 法在测定痕量硒时均能达到要求。相对而言,

ICP�MS 的稳定性和线性相对较好, 且能进行多元素同时分

析。

Table 7� Comparison of the analytical results of three analytical

methods corresponding to every sample

样品号
HPLC

/荧光法

ICP�MS 法

/ ( �g� g - 1)

基联苯胺比色法

/ ( �g� g - 1)

平均值

/ (�g� g - 1)

1 5� 6 5� 25 4� 06 4� 97

2 3� 8 3� 72 3� 14 3� 55

3 6� 75 7� 91 6� 25 6� 97

3 � 结 � 论

� � 本实验以富硒的蛹虫草菌丝体为分析样品, 分别用

H PLC/荧光法、ICP�MS 法、3, 3�二氨基联苯胺比色法等三
种方法进行测定, 对测定结果进行比较。结果表明, H PLC/

荧光法具有灵敏度高、干扰少、样品用量少等优点, 但实验

操作相对繁琐 ; ICP�MS 法具有样品处理简单、灵敏度高、准

确性好等优点, 但实验仪器昂贵、测定成本高、样品用量相

对较多; 3, 3�二氨基联苯胺比色法实验仪器要求水平低, 实

验操作相对简便, 测定成本低, 但灵敏度低。因此每个实验

室要根据自己的实验条件及样品含硒量大小选择不同的测硒

方法。
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Comparison of ICP�MS and Two Other Analytical Methods for

Determination of Selenium Content in Cordyceps Militaris
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Abstract� Samples w ere digested by microwave digestion. T he selenium content in selenium enr iched Cordy cep s militar is was

determined by ICP�MS method, HPLC/ fluor ometr ic method, and 3, 3�diam inobenzidine method separately. And the detect ion

conditions, the lowest det ection limit and the relative standa rd dev iation ( RSD) of the three determination methods w ere com�

pared. T he detect ion condit ions of the t hr ee methods for the detect ion of selenium content in selenium enr iched Cordy cep s mili�
tar is were established. It w as showed that the lowest detect ion limit of ICP�MS method, H PLC/ f luor ometric method, and 3, 3�

diam inobenzidine method w as 0� 260 7, 0� 182 1 and 10� 485 9 �g � L- 1 r espectively, and this means that the low est detect ion

lim it of ICP�MS method w as t he lowest and that o f 3, 3�diaminobenzidine method was the highest. Fo r the same sample the rela�

t ive standard deviation ( RSD) of ICP�MS method was the low est and the RSD of 3, 3� diaminobenzidine method was the highest.

It was r ecommended that selenium content is det ermined by ICP�MS and H PLC/ fluo romet ric method w hen the selenium in the

sample is very low and by 3, 3�diaminobenzidine method w hen the content is rather high.
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