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导数同步荧光法测定硒
‘

赵振华 田德海 全文褶

�北京市环境保护科学研究院
,

北京 �。。。� ��

摘要 对硒与 �
, �一二氨基蔡�� � � �络合物 在有机溶剂中的同步荧光光谱进行了研究

。

当同步荧光光谱的 以选

择 �� �
� � 时

,

可获得一锐形单峰光谱
,

在此基础
�

�获得了一阶导数同步荧光和二阶导数同步荧光的最佳实验条

件
。

用一阶导数同步荧光定量测定硒可提高方法的灵敏度和改善精密度
,

在仪器的中挡灵敏范围
,

硒的检测限为

�
�

� � � ,

硒浓度在 �一 � � � �� 时
,

硒浓度与荧光强度的直线关系是 � � 。
�

�� � 一。
�

��
,

相关系数��� �
�

�� � �
,

�� 次测

定的变异系数 �� � � �为 �
�

� �
。

对水样
、

血液和头发中的硒进行了实测
。

关� 词 硒
,

导数同步荧光
,

�
,
�
一

二氨基蔡
。

将同步荧光技术与导数光谱技术结合使用
,

既可提高选择性又可提高灵敏度
。

文献�� 已报

告 了利 用不同 △入波 长条件下的二阶导数同步

荧光光谱对酪氨酸和色氨酸进行分辨
,

二阶导

数同步荧光光谱 已用于尿中肾上腺素和去 甲肾

上腺素的同时测定川
,

一 阶导数 同步荧光分 析

用于金属络合物测定的 已有镁
尸 �刁和福丫

。

但文

献中 尚未见有 对硒 的同步荧光资料
。

本文对硒

与 � � � 试剂形成络合物的同步荧光与
一

导数 同

步荧光进行了实验研究
�

获得其最佳测定条件
,

建立了用一阶导数同步荧光测定环境样品与生

物样品中硒的方法
。

� 实验部分

�
·

� 仪器

日立 � ��
一

� 型荧光分光光度计
,

�
一

� 记录

仪
,

���
一

� 型专用数据 处理机
。

均 使用非 校正

光谱
,

� 。� 光径石英 比色池
。

除特殊 说明 外
,

均在仪器的中挡灵敏度进行
�

粗调 ��
,

细调 �
。

测定激发光谱时
,

激 发狭缝带宽 ‘ � � �
发射狭

缝带宽 ��
� �

。

测定发射光谱时
,

激发狭缝带宽

� � � � �
发射狭缝带宽 � � �

。

同步荧光和导数同

步荧光光谱的测定同激发光谱
。

�
·

� 试齐
�
�

� �� 标准硒溶液 用单质硒在酸溶液中配

制成浓度为 � � 胖� 厂� �的储备液
,

使用时用 。
�

�

� �� � � 的盐酸稀释 为 �� �
� � � �� 浓度的标准硒

工作液
,

冰箱中存放
。

�� � �
�

� � � � � 试剂 用经纯化的 � � � 配

制
,

配于棕色瓶中
,

每月新配 � 次使用
。

�� � � � � � 混合液 将 �� � � � � 液 ��
�

�

� � �� � �  ! � 二钠盐 �
、

� � � � � 液 �� � �盐酸经

胺溶液 �和 � � � � 液 ��
�

��  甲酚红指示剂 �混

合
,

加水稀释至 � � � � � �后混匀
。

�� � 环 己烷 北京化工厂分析纯试剂
,

如

有荧光杂质需重蒸后使用
。

��� 用于消化生物样品的混合酸川
。

� � 测定方法

带有 �� � �刻度的比色管中
,

加入一定量

标准硒溶液
,

� � � � � � � 混合液
,

� � � �
�

��

� � �
,

以 � � �� � � 盐酸调节溶液 �� 使小于 �
�

�

�溶液 由黄色转为粉红 �
,

沸水浴中加热 � � ��
,

冷却后 用水稀释 至刻度
,

准 确加入 � � �环 己

烷
,

静置分层
,

取环 己烷相进行各种类 型的荧

光光潜分析
。

生物样品的取样
、

消化方法参照文献 �� � 的

操作方法进行
。

� 结果与讨论

��  同步荧光光谱

硒 与� 八� 试剂形成的络合物 �
�

�
一

苯并茎

� �

比京汁了自然千�学 基金顶 门

‘

�丈未佰��期
� � � � �

一

�� 〕几
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硒脑在环 己烷溶液中有很强的荧光
,

是定量测

定硒的基础
,

图 � 为其激发光谱与发射光谱
。

同

步光谱是使激发单色器和发射单色器同时扫描

获得的光谱
。

最佳同步光谱选择的关键依赖于

发射波长和激发波长之差 �。幻
,

它与 同步光谱

的强度与浓度有关
仁�〕,

△久的值直接影响到光谱

的形状
、

带宽和信号强度
。

最佳 △久的选择主要

依靠实验结果
,

而理想的同步光谱又与狭缝 的

带宽和扫描 速度有关
。

根据理 论计算与实测
,

选择 �
二

的狭缝带宽为 � � �
,

� � 的带宽为 ��

� �
,

在此条件下
,

不同以 的同步荧光光谱的特

征如表 � 所示
。

可以看出以 △又为 � � � � � 时为最

好
,

图 � 为笔者所选最佳同步荧光光谱图
。

表 � 不同 乙久时的同步荧光光谱特征

谱图形状
最高峰

� � � �

相对强度

�� �  

� ��

�� �

� � 

�� �

� � 

� � 

� � 

�� �

峰形不显著

峰形不显著

锐形单峰

锐形单峰

双峰

双峰

双峰

三峰

� � �

� � �

� � �

� �  

� �  

� � �

� � �

� � �

�
�

�

�
�

�

� �
�

�

� �
�

�

� �
�

�

� �
�

�

� �
�

�

��
�

�

� � � � � � �� 时的光谱最好
,

如图 � 所示
。

但

际应用中显得太慢
,

而用 � �� � � � � �� 的速

毛可获得较好的效果
。

图 �

�
�

凡, �

�� �  � � �� � �� � �� �

几�� � �

�� 与 � � � 试剂络合物的荧光光谱

� � � � � �
�

凡
二 �

� �  � � ��
� �� � � � �

� �
�

图 � 不同扫描速度 对同步荧光光谱的影响

�� � �� �

汪 ‘� � 户

图 � ��
一

� �� 络合物的同步荧光光谱

凡�
� � � � � � �� � � � �凡

二 � �� � � � �� � � �
,

范围
� � � 义 �

扫描速度
� � � � � � � ��

,

�
� � � � � � � � �� �

根据所用仪器 � 挡扫描速度的测定结果
,

�� � 导数同步荧光光谱

由上述结果
,

获得最佳 同步荧光光谱的条

件是 △久 � � � � �
,

扫描速度 � � � � � � ��
。

在此条

件下笔者进行了 ��
一

� � � 络合物的导数同步光

谱测定
。

所用 ���
一

� 型专用数据处理机
,

进行

导数光谱扫描 的波长增值 ��劝共有 � 挡
,

分别

为 �
,

�
,

�
,

�
,

� � �
,

使用 � 种 � 久所获得的同

步扫描的一阶和二 阶导数光谱如图 � 所示
。

由

图 � 中可以看 出
,

用 � 几为 � � � 时所获得的导

数光谱较为理想
,

有较好的灵敏度和分辨力
。
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� 种导数光谱相 比
,

一阶导数光谱有更高

的灵敏度
,

在以下定量分析中得到进一步证明
。

�
�

� 导数同步荧光的定量分析结果

使用不同浓度的标准硒溶液分别进行了普

通荧光
、

同步荧光
、

一阶导数同步荧光
、

二阶导

数同步荧光 的测定
,

结果证明以一阶导数同步

荧光的灵敏度最高
,

二阶导数同步荧光的灵敏

�� �

洲
��

卜
��机����洲攀架以权年

卜�广卜302010

一一

确确
不不甄司匕奋
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图 4 不 同 d 孟对导数同步荧光光谱的影响

a. 一阶导数 b
.
二阶导数

,

Se

:

1
50 ng / nil 扫描速度

:

60 nm /m in ,

d 义分别为 1
,

2

,

3

,

4

,

5
n

m

发射狭缝带宽
:
10 n m

,

激发狭缝带宽
: 6 nm

图 5 硒的标准曲线

1
.
一阶导数同步荧光 2

.
同步荧光

表 2 不同荧光法测定结果的比较
, ,

方 法 种 类
线性关系

(y一 a + bx )

相关系数

(r)

最低检出限

(ng)

普通荧光

同步荧光

一阶导数同步荧光

二阶导数同步荧光

y一 0
.
7 7 + 0

.
2 2x

y 一 0
.
5 7 + 0

,

2
5 x

y
- 一 0

.
1 8 + 0

.
4 4 x

y - 一 0
.
1 2 + 0

.
33 x

0
.
9 9 86

0
.
9 9 8 7

0
.
9 98 5

0
.
9 98 9

变异系数

(C V % )

9.2士 3
.
6

6
.
7士 3

.
0

6
.
7 士2

.
6

8
.
6 士 3

.
4

2
.
9士 0

.
3

3
.
3士 0

.
5

1
.
5士 0

.
1

1
.
9士 0

.
1

l ) Se
:o一230

ng ,

中挡灵敏范围(30 又 6 )
,

1 0 次测定值统 i十

度略低于一阶导数
,

而同步荧光 的灵敏度与普

通荧光的灵敏度处于同一水平
。

在仪 器的中挡灵敏度 (R al 飞g e : 3() 丫 6 )
·

硒

含量在 10 一30 0
ng 范 围 内有很 好的线性 关 系

(图 5)
。

按照对 10 次测定结果 的最 低检测限
,

用一阶导数同步荧光
,

本法 的最低检测限为 1
.
5

ng ,

较 Ihnat等人的检 出限 (lo
ng 笋

, 〕灵敏 6 倍

多
,

比王光亚等人方法的灵敏度(3 ng 户 三高 1 倍

多
。

若在仪器的高灵敏挡测定
,

本法 的最低检

出限为 O
·

6
n

g

·

以 。一230
ng 硒的 7 个不同浓度

,

分别应用

普通荧光光谱
、

同步荧光光谱和 导数同步荧光

光谱进行了灵敏度和精 密度的测定
,

每个浓度

各测定 10 次
,

结果如表 2 所示
。

由表 2 中数据

可以看出
,

在 4 种荧光方法中
,

以一阶导数同步

荧光法的灵敏度和精密度为最好
,

二阶导数同

表 3 不同样品中硒含t 的测定结果

Se (10一
s
)

一阶导数同步荧光 普通荧光法
, ’水样 l

水样 2

水样 3

血液
a

血液 b

血液
C

血液 d

头发 l

头发 H

0 .848 (X 10 一9 )

1
.
6 2 0 ( X 1 0

一 9
)

1

.

5 4 0 ( 又 10 一 9 )

2
.
4 3 0

2
.
4 2 0

1 0 6 0

1
.
1 2 0

0
.
0 4 8

0
.
0 5 2

G
.
8 4 5 ( X 1 0

一 9
)

1
.
6 3 1 ( X 1 0

一 ,
)

1

.

5 0 0 ( 义 ]0 一 g )

2
.
4 5 0

2
.
4 2 0

1
.
0 6 2

1
.
1 0 0

0
.
0 5 0

0
.
0 5 1

l) 水样均未经消化
,

为可溶性 Se ( IV )
。

( 下转第 74 页 )
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U N IC A N 气相色谱仪上
,

用 De
xsil

一

4
00 制备的 法相比 (见表 4) 〔1一3〕

,

萃取时间为 0
.
5一0

.
7 h

,

填充柱定量测定了 8 种样 品
; 又在 910

一

F 气相 缩短了 2一n h
;
溶剂用量为 75 一90 ml

,

减少

色谱仪上
,

用大 口径毛细柱柱头 不分流进样
,

了 n o一1200 m l
,

抽提
、

浓缩操作简便
。

样品中

进 行了玉米植株和籽实样 品的定量测 定
。

在 2 D EH P 的回收率
,

除棉花籽实为 80 % 以外
,

一

种色谱柱 的操作条件下
,

定量重复性良好
,

变 般均在 90 % 左右
。

异系数在士 3 % 以内(见表 3)
。

该法 不 仅可用于 农作物和 土壤样 品 中

2
.
3 几种测试方法的比较 D EH P 的残 留测定

,

而且易于在酞酸醋常规监

经过反复试验研究
,

本法与国内外有关方 测中推广应用
。

表 3 各种样品中D E H P 回收率和精密度测定(n ~ 6)

样 品1,
添加量
(ng/g)

实测平均值

乃八n�。J�匕吕八,
者九J�hn

�
,口n血bQ�00
吕六

..

……
9�11,1, .10乙O‘,月口�农田土

棉花植株

棉花籽实

白菜茎叶

玉米植株

玉米植株
玉米籽实

玉米籽实 :

‘

{
:

(

n
g

/

g
)

M
士S D

0
.
2 34 士0

.
0 0 5

1 0
.
03 0 士0

.
1 3 2

3
.
2 80 土0

.
0 4 1

1 0
.
6 10 士0 1 8 3

3 2 00 士 0
.
1 0 0

5
.
3 00 士 0

.
1 1 5

8
.
3 90 士 0

.
2 1 0

变异系数
(C V % )

回收范围
(% )

柱 型

2400000036600.n4.n3.5.

8
.
30士0

.
2 6 0

95
.
4一99

.
6

90
.
0一92

.
4

81
.0一83

.0

94.8一98
.1

92
。

4 一98
.
2

93
.
3一急7

.
5

8 9
。

9 一94
.
5

88
.
4一94

.
1

填充柱

填充柱

填充柱

填充柱

毛细柱

填充柱

毛细柱

填充柱

1) 样 品本底均为 。n g /g

表 4 国内外环境样品 中D E H P 测试方法比较

项
.

目 本 法
北京市环境保护

科学研究院川
丹麦科技
大学仁2〕

美国环保局环境
监测中心实验室[sj

习萃取溶 剂

萃取时间(h)

溶剂用量(m l)

三氯甲烷
0.5一0

.7

75一90

环 己烷
、

苯

6一10

1300

三抓 甲烷或丙酮

2
.5一12

己烷
:
丙酮 9

,
1

2

.
5一3

.5

) 200

净化

回收率( % )

变异系数(C V % )

色谱柱类型

色谱柱长度 (m )

层析硅胶
l% 的 A 1

2O 3

A gN O 3涂筱失活

6 1一119

F lorisil柱 140
C
C 活化

89一96
.5

士1
.
2一2

.
9

填充柱

1.5

81一106

士 10

填充柱
4

填充柱

1
.
8

74一85

士12
.
7

毛细柱

0
.
5 nlm X 30m (i

.
d )

参考文献

1 全文熠
,

许征帆
。

分析测试通报
。

19 86

,

5 (6 )

:

41

2 V i
o r e a

L
o

pe

一
A

v
i la

,

Be

r
k

e r t

W F
e t a

l二 J
o u r

na l
o f C h rom o--

to g r
.
Sc i二 1 9 8 9

,
2 7 ( 5 )

:
2 0 9

P h i 山p W A lb ro et al二 A n al
.
C h e m 二 19 8 4

,

5 6

:

2 4 7

王蓉华
,

吴烈钧
。

色谱
。

一9 9 2
,

1 0 ( 2 )

:

1 0 9
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步荧光法次之
。

同步荧光法与普通荧光 法的灵

敏度处于同一水平
,

但同步荧光法的变异系数

显著小于普通荧光法
。

2. 4 对实际样品的测定结果

用一 阶导 数同步荧光光谱法分 别对水样
,

血 液样品和头发中的硒含量进行了测定
,

并用

普通荧光法进行了对照
,

结果列入表 3 中
。

参考文献

M illerJ N etal二 A n al
.
P roc 二 1 9 8 2

,
1 9

:
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