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　　摘要：采用ＨＮＯ３＋Ｈ２Ｏ２混合酸体系分步消化处理陕西省汉中茶区午子仙毫、宁强雀舌、定军茗眉等３种名优绿

茶样品，并采用火焰原子吸收光谱法测定３种名优绿茶中８种微量元素含量。结果表明，采用火焰原子分光光度法测
定微量元素含量，该方法准确性高、精密度好，样品的回收率为９５．５％ ～１０４．８％，相对标准偏差在３％以内。午子仙
毫、定军茗眉、宁强雀舌３种茶叶中，对人体有益的Ｍｇ、Ｃａ、Ｍｎ含量很高，与其他茶叶品种相比，午子仙毫品质更优。
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　　陕西省汉中地区是我国罕见的高香茶区，茶叶种植历史
悠久，规模大、产量高。截至 ２０１３年底，陕西省茶园面积
１１．７８万 ｈｍ２，其中汉中地区茶园面积５．９４万 ｈｍ２；该省茶叶
总产量４．６４６万 ｔ，其中汉中地区３．１万 ｔ；该省茶叶总产值
６０．５亿元，其中汉中地区３７．８亿元。汉中茶叶含有丰富的
氨基酸、咖啡碱、茶多酚以及多种微量元素。微量元素与人体

健康密切相关，大多数微量元素对人体具有重要作用，少数微

量元素会危害人体健康［１］。因此，准确测定汉中茶叶中微量

元素含量，对于评价汉中茶区茶叶质量以及优质茶叶品种的

选种、育种、栽培、开发利用具有重要意义［２］。微波消解是新

型试样消解技术，具有方便省力、安全快捷、污染少、样品溶解

完全等特点，但存在消解功率过大、反应过于激烈、易冲破罐

体等缺点［３］。采用分步式控压消解可避免上述缺陷。国内

外对茶叶中微量金属元素的测定方法主要有原子吸收光谱

法、电感耦合等离子体发射光谱法、电感耦合等离子质谱法、

原子荧光光谱法等［４－８］。电感耦合等离子法具有准确度高、

检出限低等特点，但仪器昂贵，难以大规模推广。原子吸收光

谱法具有操作快速简便、灵敏度高、重现性好、选择性好、干扰

少、成本低、易于自动化等特点，且测定的准确度及灵敏度可

满足食品中大部分无机元素的分析要求。本研究采用微波消

解－火焰原子吸收光谱法测定汉中茶区午子仙毫、宁强雀舌、
定军茗眉等３种名优绿茶中的８种微量元素含量，旨在为开
发利用汉中地区茶叶资源提供参考。

１　材料与方法

１．１　材料
午子仙毫，来自陕西省汉中市西乡县，市售；宁强雀舌，来

自汉中市宁强县，市售；定军茗眉，来自汉中市勉县，市售。

１．２　仪器
ＴＡＳ－９９０型原子吸收分光光度计（北京普析通用仪器

责任有限公司）；空心阴极灯（北京曙光明电子光源仪器有限

公司）；ＷＸ－４０００型微波快速消解系统（上海屹尧分析仪器
有限公司）；ＤＫＱ－３Ｄ型智能控温加热器（上海屹尧分析仪
器有限公司）；１０１型电热鼓风干燥箱（北京科伟永兴仪器有
限公司）。

１．３　仪器工作条件
采用空气－乙炔火焰原子吸收光谱法测定茶叶中 Ｍｇ、

Ｃａ、Ｃｒ、Ｍｎ、Ｆｅ、Ｃｕ、Ｚｎ、Ｐｂ等元素含量。按照ＡＡｗｉｎ软件操作
规程进行操作，测定各元素的仪器最佳工作条件见表１。

表１　仪器工作条件

元素
波长

（ｎｍ）

工作

电流

（ｍＡ）

预热

电流

（ｍＡ）

光谱

宽度

（ｎｍ）

负高压

（Ｖ）

燃气

流量

（ｍＬ／ｍｉｎ）

燃烧器

高度

（ｎｍ）

Ｍｇ ２８５．２ ２ ２ ０．４ ３００ １５００ ６
Ｃａ ４２２．７ ３ ２ ０．４ ３００ １７００ ６
Ｃｒ ３５７．９ ４ ２ ０．４ ３００ ２５００ ８
Ｍｎ ２８３．３ ２ ２ ０．２ ３００ １７００ ６
Ｆｅ ２７９．５ ２ ２ ０．２ ３００ １７００ ６
Ｃｕ ３２４．８ ３ ２ ０．４ ３００ １２００ ６
Ｚｎ ２１３．９ ３ ２ ０．４ ３００ １０００ ６
Ｐｂ ２４８．３ ４ ２ ０．２ ３００ １７００ ８

１．４　样品处理
１．４．１　操作方法　将午子仙毫、宁强雀舌、定军茗眉３种名
茶样品烘干、磨细，过６０目筛。分别称取３种茶叶样品０．２ｇ
置于消化罐中，加入４ｍＬＨＮＯ３和２ｍＬＨ２Ｏ２浸泡２０ｍｉｎ，拧
紧盖子，将消化罐置于微波炉中。１０ａｔｍ、９００Ｗ消解４ｍｉｎ；
然后调至１８ａｔｍ、９００Ｗ消解５ｍｉｎ；再调至２４ａｔｍ、９００Ｗ消
解１０ｍｉｎ。消解结束后，待压力降至０．５ａｔｍ，温度低于８０℃
时打开消化罐，转入５０ｍＬ容量瓶，并用超纯水定容、摇匀、过
滤后作为待测液。同时做空白对照试验。按表１中的仪器工
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作条件测定各元素标准溶液、样品溶液，若样品溶液浓度超出

标准曲线，将样品溶液稀释后再测定。茶叶中各元素含量计

算公式如下：

Ｘ＝Ｃ×Ｖ×ｎ／ｍ×１００。
式中：Ｘ代表茶叶样品中各元素含量，μｇ／ｇ；Ｃ代表由标准曲
线查得样品溶液浓度，μｇ／ｍＬ；Ｖ代表样品溶液体积，ｍＬ；ｎ代
表稀释倍数；ｍ代表样品质量，ｇ。
１．４．２　精密度试验　将所有样品重复测定６次，根据测定结
果的ＲＳＤ值判断试验精密度。
１．４．３　回收率试验　为考察该方法的可靠性，向已知含量的
样品中分别添加适量的Ｍｇ、Ｃａ、Ｃｒ、Ｍｎ、Ｆｅ、Ｃｕ、Ｚｎ、Ｐｂ标准溶
液，测定各元素的平均回收率并计算相对标准偏差。

２　结果与分析

２．１　样品处理条件的选择
２．１．１　消解条件中混酸的选择　经微波消解后，待测样品中
微量元素被转化为可溶性金属盐类。选用 ＨＮＯ３＋Ｈ２Ｏ２混
合酸作为消化体系，通过调整２种酸的用量，选择适当的 ｐＨ
值范围。试验表明，当溶液 ｐＨ值高于３时，被测离子会产生
沉淀，影响测定结果；当ｐＨ值为１～２时，测定结果稳定。因
此，用４ｍＬＨＮＯ３＋２ｍＬ３０％ Ｈ２Ｏ２消解０．２ｇ茶叶样品。结
果表明，在该用量下茶叶样品消解完全。

２．１．２　消化方法的选择　微波消解样品时，功率过大，反应
过于激烈，易发生冲破罐体的现象［９］。因此，本试验采用三

段控温、控压及短时间、多步骤方法进行消解：第１步条件为
１０个大气压，８０℃，历时４ｍｉｎ；第２步条件为１８个大气压，
１５０℃，历时５ｍｉｎ；第３步条件为２４个大气压，１８０℃，历时
１０ｍｉｎ。确保待测样分解完全，消解效果良好。
２．１．３　试验干扰及消除　Ｆｅ、Ｍｎ作为过渡金属，邻近线较
多，用火焰原子吸收光谱法（ＦＡＡＳ）测定时，须选择较小的狭
缝宽度（０．２ｎｍ）；同时调节燃烧器高度及燃助比，使火焰呈
蓝色贫焰，以避免少量硝酸盐带来的干扰。测定茶叶中 Ｍｇ、
Ｃａ含量时，易受到磷酸盐、硅酸盐的干扰，因此在处理样品过
程中加入一定量的镧盐作为释放剂，以消除干扰。

２．２　标准工作曲线的绘制
配制一系列不同浓度（０．２、０．４、０．６、０．８、１．０、２．０、４．０、

８．０μｇ／ｍＬ）的Ｍｇ、Ｃａ、Ｃｒ、Ｍｎ、Ｆｅ、Ｃｕ、Ｚｎ、Ｐｂ标准溶液，按最
佳工作条件进行测定并绘制标准工作曲线，结果见表２。

表２　标准工作曲线线性范围及相关系数

元素 回归方程 相关系数

Ｍｇ Ｃ＝２．７８９６Ａ－０．６４４１ ｒ＝０．９９２８
Ｃａ Ｃ＝４９．７５１Ａ－０．９９０６ ｒ＝０．９９９２
Ｃｒ Ｃ＝４７．５７３Ａ－０．１１６ ｒ＝０．９９９６
Ｍｎ Ｃ＝７．１１４２Ａ－０．３９０８ ｒ＝０．９９５０
Ｆｅ Ｃ＝９．５２３８Ａ－０．７８０９ ｒ＝０．９９５４
Ｃｕ Ｃ＝４．５７４５Ａ－０．０１４６ ｒ＝０．９９９３
Ｚｎ Ｃ＝３．８７５２Ａ－０．４８９３ ｒ＝０．９９０１
Ｐｂ Ｃ＝４５．２１１０Ａ－０．２９３８９ ｒ＝０．９９８６

２．３　样品测定结果
２．３．１　检测结果　在仪器最佳工作条件下，分别测定午子仙
毫、宁强雀舌、定军茗眉３种茶叶样品中 Ｍｇ、Ｃａ、Ｃｒ、Ｍｎ、Ｆｅ、

Ｃｕ、Ｚｎ、Ｐｂ的含量，结果如表３所示。
　　由表３可知，３种茶叶样品均含有丰富的微量元素。午
子仙毫中Ｍｇ、Ｍｎ、Ｆｅ、Ｚｎ含量分别为１７８５．８、８２２．４、１１９．１、
２０１．７μｇ／ｇ，茶叶品质较好。此外，３种茶叶样品中 Ｐｂ含量
为１．４～３．０μｇ／ｇ，均低于国际标准［１０－１１］。８种微量元素的
ＲＳＤ值均小于３％，表明在原子吸收光谱仪工作条件下，该方
法重复性好、精密度好、准确可靠。

表３　茶叶中各微量元素含量及试验精密度

元素

午子仙毫 宁强雀舌 定军茗眉

含量

（μｇ／ｇ）
ＲＳＤ值
（％）

含量

（μｇ／ｇ）
ＲＳＤ值
（％）

含量

（μｇ／ｇ）
ＲＳＤ值
（％）

Ｍｇ １７８５．８ ０．２１ １６４８．５ ０．１３ １５８６．７ ０．１４
Ｃａ ５３０．３ １．１８ ６４６．１ １．９８ ５２０．５ １．１９
Ｃｒ ６．８ １．０９ ７．５ １．１３ ８．８ ０．７５
Ｍｎ ８２２．４ ０．８３ ６５０．３ ０．４１ ７０７．５ ０．５１
Ｆｅ １１９．１ １．２３ ９４．２ ２．０１ ９０．７ １．６１
Ｃｕ ９．８ ２．１９ １５．４ ２．３３ １１．３ ２．０７
Ｚｎ ２０１．７ ０．６０ １６５．５ ０．５３ １９１．３ ０．６７
Ｐｂ １．４ ２．３８ １．４ ０．７６ ３．０ １．２４

２．３．２　加标回收率试验结果　在选定的操作条件下，采用标
准加入法对该方法进行考察，各元素回收率为 ９５．５％ ～
１０４８％，说明该方法准确度较高（表４）。

表４　加标回收试验结果

元素 茶叶样品
本底值

（μｇ／ｍＬ）
加标量

（μｇ／ｍＬ）
测定值

（μｇ／ｍＬ）
回收率

（％）

Ｍｇ 午子仙毫 ２．３４３ １．０００ ３．３２３ ９８．０
宁强雀舌 ２．２７５ １．０００ ３．２３０ ９５．５
定军茗眉 ２．３４７ １．０００ ３．３２９ ９８．２

Ｃａ 午子仙毫 ２．１２１ ２．０００ ４．１３１ １００．５
宁强雀舌 １．９６４ ２．０００ ４．０１２ １０２．４
定军茗眉 ２．０８２ ２．０００ ４．１３２ １０２．５

Ｃｒ 午子仙毫 １．４４７ ２．０００ ３．４２１ ９８．７
宁强雀舌 １．４９４ ２．０００ ３．４５８ ９８．２
定军茗眉 １．５３１ ２．０００ ３．４９７ ９８．３

Ｍｎ 午子仙毫 ２．６０１ ３．０００ ５．５０８ ９６．９
宁强雀舌 ２．５０１ ３．０００ ５．３９９ ９６．６
定军茗眉 ２．８３１ ３．０００ ５．７１７ ９６．２

Ｆｅ 午子仙毫 ０．１５７ ２．０００ ２．１８５ １０１．４
宁强雀舌 ０．１６６ ２．０００ ２．２２３ １０２．９
定军茗眉 ０．１７０ ２．０００ ２．２６５ １０４．８

Ｃｕ 午子仙毫 ２．０４０ ２．０００ ４．０６１ １０１．１
宁强雀舌 ２．１１３ ２．０００ ４．０９７ ９９．２
定军茗眉 ２．００９ ２．０００ ４．０５３ １０２．２

Ｚｎ 午子仙毫 ０．６６２ １．０００ １．６９５ １０３．３
宁强雀舌 ０．６０５ １．０００ １．６３７ １０３．２
定军茗眉 ０．７６５ １．０００ １．７７９ １０１．４

Ｐｂ 午子仙毫 ２．４３３ ２．０００ ４．３８７ ９７．７
宁强雀舌 ２．８０９ ２．０００ ４．７５９ ９７．５
定军茗眉 ２．４０９ ２．０００ ４．３６７ ９７．９

３　结论

本研究采用三段控温、控压及短时间、多步骤方法对３种
茶叶样品进行消化处理，该方法快速安全、消解完全，无残渣，
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样品消解试剂用量少，降低了由酸所造成的空白值，是理想的

消解方法。采用火焰原子分光光度法测定微量元素含量，该

方法准确性高、精密度好，样品的回收率为 ９５．５％ ～
１０４８％，相对标准偏差在３％以内。本研究结果表明，午子
仙毫、定军茗眉、宁强雀舌３种茶叶中，对人体有益的Ｍｇ、Ｃａ、
Ｍｎ含量很高，这些微量元素对维护人体免疫功能起着重要
作用。其中，午子仙毫中 Ｍｇ、Ｍｎ、Ｆｅ、Ｃｕ、Ｚｎ含量较高，茶叶
品质优异。
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聚丙烯酰胺凝胶电泳检测南苜蓿 ＳＳＲ标记
陈　祥，魏臻武，任海龙，乔志宏

（扬州大学动物科学与技术学院／扬州大学草业科学研究所，江苏扬州２２５００９）

　　摘要：以南苜蓿（Ｍｅｄｉｃａｇｏｐｏｌｙｍｏｒｐｈａ）为试验材料，用ＣＴＡＢ法提取南苜蓿基因组，选择已开发的蒺藜苜蓿（Ｍｅｄｉ
ｃａｇｏｔｒｕｎｃａｔｕｌａ）引物１００对，分别在一年生苜蓿ＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系和苜蓿属变种ＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系的基础上进行
ＰＣＲ扩增，并将扩增产物进行８％的非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳检测，都得到了位点明显、背景清晰的条带。结果表
明，南苜蓿均适合于现有的一年生苜蓿ＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系和苜蓿属变种 ＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系，建立了一套有效、成
熟的应用于南苜蓿ＳＳＲ标记的聚丙烯酰胺凝胶电泳银染检测的方法，该方法可以用于南苜蓿杂交Ｆ１代的鉴定以及后

期资源的遗传分析。
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　　南苜蓿（Ｍｅｄｉｃａｇｏｐｏｌｙｍｏｒｐｈａ）属于豆科苜蓿属，是一年
生或越年生苜蓿，别称秧草、草头、金花菜［１－２］、多形苜蓿［３］

等。南苜蓿多产于长江中下游地区，如江苏、浙江等地，在安

徽、江西、云南等地也有分布。南苜蓿常作为田间绿肥，也可

作蔬菜和牧草。目前，随着秧草保健功能的不断彰显，多地已

经形成了以秧草为主的产业。南苜蓿实现了牧草功能的延

伸，是长三角生态农业新的增长点，成为我国南方草业发展的

新亮点［４］。

简单序列重复（Ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ，ＳＳＲ），是重复序
列的重要组成部分。ＳＳＲ是由１～６个核苷酸为重复单位序
列组成的串联重复序列。ＳＳＲ以ＰＣＲ技术为基础，并均匀分
布于整个基因组中。由于ＳＳＲ分子标记具有共显性、涵盖范
围广、标记数量丰富、所揭示的多态性高等优点［５］，已经在分

子育种、指纹图谱构建、种子纯度鉴定、基因定位等方面得到

广泛应用［６－７］。同样，对于遗传背景缺乏、没有测序信息的植

物，ＳＳＲ仍然具有极高的利用价值。
聚丙烯酰胺凝胶电泳（Ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，

ＰＡＧＥ），是一种以聚丙烯酰胺凝胶作为介质的常用电泳技
术。由于其检测灵敏度和分辨率都比较高，是分子生物学和

基因工程上不可缺少的试验技术，特别适合 ＳＳＲ标记扩增产
物的检测［８－９］。本研究在张丽芳等模式植物蒺藜苜蓿（Ｍｅｄｉ
ｃａｇｏｔｒｕｎｃａｔｕｌａ）ＳＳＲ标记的 ＰＣＲ反应体系［１０］和 Ｅｕｊａｙｌ等苜
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