
标本类型单一，标本从采集到送检的过程也影响检

测结果，因此，方法改进后的结果与临床诊断仍未完

全符合; 另外鉴于菌株存在变异，故在全国其他省市

的检出情况是否一致尚有待证实。
尽管目前 RT-PCR 对 CVA16 的检出率较低，但

由于商品化 real-time 检测试剂成本过高，现大部分

地市仍采用该方法。近年来，CVA16 和 EV71 的交

替出现，成为不同时间、不同地区的流行毒株［13］，而

实验室检测结果将直接影响对疫情的科学判断和预

测。因此，建议《指南》重新推荐更好的 CVA16 引

物，以利于各地更好地开展工作。
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砷暴露可引起慢性中毒、皮肤癌、肺癌及消化系

统的癌症等。组织中砷含量反映机体砷暴露水平和

蓄积程度，多以取样方便的毛发、指( 趾) 甲为测定

对象［1］。二乙氨基二硫代甲酸银 ( silver diethyldi-
thiocarbamate，DDC － Ag) 法是砷定量检测的经典化

学方法，也是在砷中毒诊断和防治工作中普遍使用

的方法，但该方法试剂多、测定过程复杂、样品需预

处理［2］。不同地区、不同实验室对正常人群头发样

品的砷含量测定的结果差异很大［3］，样品消化、测

定条件等可能是重要原因。本研究对头发样品消化

条件、砷测定方法中的相关影响因素进行探讨，为准

确测定砷含量提供技术支撑。

1 材料与方法

1. 1 实验设计方案 根据砷的测定过程和原理，以

发样砷测定为例将样品消解过程中使用的氧化剂

( 因素 A) 、赶酸方式( 因素 B) 、赶酸时间( 因素 H) 、
测定过程中的反应温度( 因素 F) 、反应时间( 因素

G) 及氯化亚锡用量( 因素 D)、Zn 粒用量( 因素 E)、加
水量( 因素 I)、赶酸时尿素或草酸铵静置时间( 因素 C)

9 个可能影响砷测定结果的因素各分为3 水平( K1、K2、
K3)。以 Xi ( i =1，2，3) 表示第 X 个因素的第 i 水平，

各因素水平如下: A1、A2、A3 分别为硝酸、过氧化氢、
高氯 酸; B1、B2、B3 分 别 为 H2O、CO ( NH2 ) 2、
( NH4 ) 2C2O4 ; C1、C2、C3 分别为 0、15、30 min; D1、
D2、D3 分别为 0. 125、0. 50、1. 00 mL; E1、E2、E3 分别
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为 3. 0、3. 5、4. 0 g; F1、F2、F3 分别为 12、22、32 ℃ ;

G1、G2、G3 分别为 45、60、80 min; H1、H2、H3 分别为

0、30、60 min; I1、I2、I3 分别为 15. 0、20. 0、25. 0 mL。
按照正交设计原理和因素的水平设计成 L27 ( 313 )

表，按正交表安排各因素进行实验。
1. 2 主要仪器及试剂 测砷装置( 河间市天宫玻

璃仪器厂) ，722 分光光度计及配套石英 10 mm 比色

杯( 上海精密科学仪器有限公司) 。混合酸( 由 2 体

积硫酸与 5 体积硝酸混合而成) 、过氧化氢、高氯

酸、氢氧化钠、吡啶( 北京化学试剂厂) ，三氧化二砷

标准品( 基准试剂，北京化学试剂厂) ，15% 碘化钾、
40%氯化亚锡( 4. 0 g 氯化亚锡溶于 10 mL 浓盐酸

中) 、醋酸铅棉花( 将脱脂棉浸于 50% 醋酸铅中，浸

泡 1 h，自然干燥) 、20 ～ 30 目无砷锌粒、DDC － Ag、
尿素、草酸铵( 北京化学试剂厂) 。显色剂吸收液、
砷标准液( 标准贮备液含 1. 0 mg /mL 的砷、标准应

用液 1 μg /mL 砷) 按国标方法［4］配制。
1. 3 样品处理与检测

1. 3. 1 样品处理 ( 1 ) 样品预处理: 将未经污染样

品剪成 10 mm 左右长度，在 0. 25 mol /L 氢氧化钠溶

液中浸泡 4 h，用蒸馏水清洗干净( 水为中性) ，烤至

恒重。( 2) 样品消化: 称取 1. 0 g 发样于 150 mL 锥

形瓶中，加入 14 mL 混合酸置于电热板上加热，当

瓶中出现棕色气体，发样变白、消失，液体开始沸腾、
变为深棕色，将温度调低，并分别进行以下处理: 分

若干次少量滴加浓硝酸、过氧化氢、高氯酸，至瓶内

液体变为近于清亮透明。冷却至室温，然后分别加

入 15、20、25 mL 蒸馏水置电热板上继续加热微沸、
挥发至液体剩 3 ～ 4 mL; 加入 45% 尿素 1. 5 mL，室

温下作用 0、15、30 min 后置电热板上加热 0、30、60
min 测定; 加入 25% 草酸铵 1. 5 mL，室温下作用 0、
15、30 min 后置电热板上加热 0、30、60 min 测定。
1. 3. 2 发砷测定 按实验方案分别向锥形瓶中加

入 25 mL 蒸馏水，15% 碘化钾 2 mL，40% 氯化亚锡

0. 125、0. 5、1. 0 mL 混匀放置 15 min。在刻度管中

装入 4. 0 mL DDC － Ag 吡啶吸收液，连接好砷发生

装置，向瓶内分别放入 3. 0、3. 5、4. 0 g 无砷锌粒并

立即连好塞口，按设计要求分别在 12、22、32 ℃下反

应 45、60 或 80 min。显色反应终止后，用 10 mm 比

色杯，在 535 nm 波长下用 722 型分光光度计比色。
1. 3. 3 标准工作曲线 于砷发生器中加入砷标准

应用液 0. 0、0. 3、0. 5、1. 0、5. 0、7. 0、12. 0 mL，再加

入 1∶ 1 硫酸 7 mL，15%碘化钾 2 mL，40% 氯化亚锡

0. 125 mL 混 匀 放 置 15 min。在 刻 度 管 中 装 入

4. 0 mL DDC － Ag 吡啶吸收液，连接好砷发生装置，

向瓶内放入 4 g 无砷锌粒并立即连好塞口使其不漏

气，32 ℃ 反应 60 min，显色反应终止后的比色与

1. 3. 2 发砷测定相同。
1. 4 统计分析 数据采用 珋x ± s 表示，采用 SPSS
13. 0 软件进行方差分析，P ＜ 0. 05 为差异有统计学

意义。

2 结 果

2. 1 不同实验条件下发砷测定结果 选择高氯酸

作为氧化剂的发砷测定光密度值( 0. 082 ± 0. 018 )

高于使用过氧化氢的( 0. 047 ± 0. 015 ) ; 尿素和草酸

铵静置作用时间为 15 min 时测得的光密度最大为

( 0. 064 ± 0. 029) ; 反应温度最高水平时测得的值最

大为( 0. 075 ± 0. 014) 。
2. 2 正交设计极差法对最优试验条件选择( 表 1)

根据表 1 中极差 R，水平 K，列 1、2、3、4 是误差估计

列，用平均 Re 0. 075 衡量 RA、RB、RC、RD、RE、RF、
RG、RH、RI，其中 ＞ Re 1. 5 倍的处理因素有 A( 氧化

剂种类) 、C( 赶酸时尿素草酸铵静置时间) 、F( 反应

温度) ，均可以判定为影响本实验结果的主要因子。
其最优条件为 A1 /C2 /F3。

表 1 正交设计极差法结果

A B C D E F G H I 1 2 3 4

K1 0. 477 0. 540 0. 531 0. 576 0. 522 0. 414 0. 567 0. 531 0. 549 0. 549 0. 576 0. 504 0. 558

K2 0. 423 0. 531 0. 612 0. 549 0. 549 0. 549 0. 513 0. 558 0. 504 0. 549 0. 549 0. 585 0. 576

K3 0. 783 0. 567 0. 495 0. 513 0. 567 0. 675 0. 558 0. 558 0. 576 0. 549 0. 513 0. 549 0. 495

R 0. 360 0. 036 0. 117 0. 063 0. 045 0. 261 0. 054 0. 027 0. 072 0. 000 0. 063 0. 081 0. 081

2. 3 方差分析结果( 表 2) 方差分析结果显示，其

中氧化剂、尿素草酸铵静置作用时间与反应温度的

F 值 ＞ F0. 01 ( 2，24) ，P ＜ 0. 01，差异有统计学意义。
2. 4 实验方法精密度与准确度 充分考虑实验应

用的广泛性，选择低、中、高 3 个水平含砷量样品，进

行精密度和加标回收试验。不同发砷水平下的重现

性实验结果表明，变异系数在不同砷含量水平均 ＜

5%，符合精密度要求。头发样本加标回收试验结果

表明，低砷( 0. 30 ～ 0. 50 μg) 水平时，方法回收率为

93. 0% ～ 96. 29%，中砷水平( 1. 00 ～ 1. 50 μg) 回收

率为 91. 54% ～ 98. 17%，高砷水平( ≈5. 00 μg) 回

收率 为 94. 84% ～ 101. 02%，总 体 回 收 率 范 围 为

90% ～105%，符合化学分析方法对实验结果准确度

要求。
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表 2 方差分析结果

因素 变异来源 SS df MS F 值 P 值

氧化剂类别 组间 0. 006 35 2 0. 003 175 49. 39 ＜ 0. 01

赶酸方式 组间 0. 000 07 2 0. 000 035 0. 54 ＞ 0. 05

静置时间( min) 组间 0. 000 85 2 0. 000 425 6. 61 ＜ 0. 01

氯化亚锡量( mL) 组间 0. 000 19 2 0. 000 095 1. 48 ＞ 0. 05

锌粒克数( g) 组间 0. 000 14 2 0. 000 070 1. 09 ＞ 0. 05

反应温度( ℃ ) 组间 0. 003 67 2 0. 001 835 28. 54 ＜ 0. 01

反应时间( min) 组间 0. 000 19 2 0. 000 095 1. 48 ＞ 0. 05

赶酸时间( min) 组间 0. 000 05 2 0. 000 025 0. 39 ＞ 0. 05

加水量( mL) 组间 0. 000 29 2 0. 000 145 2. 26 ＞ 0. 05

组内 0. 001 54 24 0. 000 064

3 讨 论

砷能够与酶蛋白分子的巯基紧密结合［5］并在

头发中固定下来。头发是人体中砷含量最高的组织

之一，由于砷与巯基紧密结合不能直接检测，在测发

砷前需将头发充分消化，使样品消解砷游离以达到

准确测定发砷含量目的。氧化剂高氯酸在消化过程

中可能引入其他未知因素使得测量值偏高( 空白对

照光密度值为 0. 085 ) ，故舍弃高氯酸; 由于硝酸可

以与硫酸形成 NO － HSO4 而使结果偏低，所以本研

究选择先用硝酸再用过氧化氢作为氧化剂。由于

NO － HSO4 有剩余时在下一步加锌反应中产生棕色

NO，干扰测定使结果偏高，所以必须赶酸彻底，但同

时也不能加入过多的水，这会延长赶酸时间，造成引

入其他潜在未知因素的机会增加。尿素和草酸铵作

用时间不宜太短，如果作用不完全，不能彻底消除

NO － HSO4，但如果作用时间太长又可能产生其他

副产物。测定时环境温度高测得的值偏高，相反，温

度低测得的结果就偏低，所以，建议在进行同类实验

时，应注意其可比性。本方法最优条件是: 选择硝酸

和过氧化氢作氧化剂，静置时间为 15 min，反应温度

32 ℃。该方法精密度、准确度较高。
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甲醛是一种具有强刺激性的、无色易溶的气体，

被国 际 癌 症 研 究 机 构 确 定 为 致 癌 物 和 致 畸 物

质［1 － 2］。室内环境的甲醛主要来自装饰材料、家具

及日用生活化学品的释放，吸烟也会释放甲醛，其中

人造木板是造成室内甲醛污染的主要来源之一［3］。
甲醛的测定方法主要有酚试剂分光光度法、气相色

谱法等，但方法均需先在监测现场采集气体样品，再

回实验室分析，分析周期长、成本高、步骤繁琐，不能

实时地反映室内空气甲醛污染的状况及满足现场批

量监测的要求［4 － 6］。与化学法相比，光电光度法测
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