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摘#要!目的#建立高效液相色谱,电感耦合等离子体质谱联用技术#U‘M.,L.‘71]$测定富硒食品中无机硒和有

机硒含量的方法" 方法#采用纯水提取富硒食品中的无机硒!通过透析作用分离小分子量的硒化合物与样品基

体!利用阴离子交换色谱分离!采用 U@?ABHRF ‘2‘,0!’’ 分析柱和预柱#")’ ??j% ??!!’ !?$!流动相为 ) ??RB7M

柠檬酸铵中加 "+甲醇!电感耦合等离子体质谱仪测定样品中无机硒的含量" 根据总硒与无机硒的差值计算有机

硒含量" 结果#硒 #Li$和硒 #iL$检出限分别为 (*(5 和 6*6) !T7̂T!二者回收率分别为 5’*"+ -!’4*!+和
5$*"+ -!!(*6+" 结论#该方法可满足富硒食品中无机硒和有机硒含量的测定"
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##硒是人体必需的微量元素之一"在人体内有
重要的生理作用) 研究 ’!(表明"硒是谷胱甘肽过
氧化酶#N]U,‘I$ *甲状腺素脱碘酶 #L_L$ *硒代磷
酸盐合成酶 #/SI2$等多种酶的组成成分"这些酶
具有清除自由基*防止脂质过氧化*延缓衰老*抗
肿瘤等作用) 硒的生物功能与其化学形态和含量
密切相关 ’"( "不同形态硒的吸收率*生物效应及其
毒性相差甚远 ’$( ) 硒主要分为无机硒和有机硒)

无机硒包括亚硒酸根*硒酸根和单质硒"单质硒不
溶于水"无法从环境迁移到食品中"因此食品中的
无机硒主要为亚硒酸根和硒酸根"其毒性较大"利
用率不理想"生物有效性低"被严格限制使用量)
日本*美国等发达国家早已禁止在食品中添加亚
硒酸钠等无机硒 ’%( ) 有机硒包括硒代半胱氨酸*
硒代蛋氨酸等含硒小分子以及硒与碳*硫等原子
相结合而形成的含硒生物大分子 ’)( ) 硒代蛋氨酸
是人类摄取硒元素的主要来源 ’(( ) 目前市面上许
多食品采用直接人为添加无机硒来获得3富硒4食
品"而 NK)’’6*6$!"’!’ ,食品安全国家标准 食
品中硒的测定- ’5(只能测定总硒"不能对含硒产品
的有效性和安全性进行正确评估"因此"开展富硒
食品中的硒的形态分析"准确测定食品中无机硒
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的含量"对科学评价富硒产品"指导消费者科学补
硒具有重要意义)

文献报道关于无机硒的测定方法主要为高效
液相色谱,电感耦合等离子体质谱法 #U‘M.,L.‘7
1]$ ’""%,(( *高效液相色谱,原子吸收光谱 #U‘M.,
33]$ ’4,6( "高效液相色谱,氢化物发生原子荧光光谱
#U‘M.,UN,3W] $ ’!’,!%( 等联用技术) 其中"U‘M.,
33] 和 U‘M.,UN,3W] 测定时需将硒#iL$转化为硒
#Li$"而在线联用时硒#iL$反应速度太慢导致灵敏
度过低 ’!"( "同时"将硒 #iL$转化为硒 #Li$的过程
中"硒的有机态会部分转化成无机态"影响无机硒
的准确测定) U‘M.,L.‘71] 由于具有灵敏度高*速
度快*线性范围宽*可多元素同时分析等特点"是元
素形态分析领域应用最为广泛的技术) 本试验采
用 U‘M.,L.‘71] 法测定食品中的硒 #iL$ 和硒
#Li$"选择合适的流动相和分离条件可直接分离无
机硒和各种有机硒小分子"避免了硒#iL$转化为硒
#Li$以及有机硒的转化)

目前"硒的形态分析前处理方法主要有酸消
解 ’!)( *酶解 ’!"(和直接振荡提取 ’!%"!(,!5(等"其中酸消
解方法在强酸处理过程中常易使硒发生形态转变"
酶解法通常用于测定有机硒"选择温和的溶液直接
振荡提取的方法可减少处理过程中有机硒转化为
无机硒) 本试验采用纯水直接振荡提取无机硒"同
时由于样品基体复杂"干扰严重"使用透析袋去除
基体"可提高方法的灵敏度)

!#材料与方法
!*!#材料
!*!*!#样品来源

普通样品包括包菜*矿泉水*红茶*大米*猪肉*
鸡蛋*玉米等购自武汉某大型超市"富硒样品包括
富硒茶叶*绞股蓝*玉米粉*葛粉*富硒黄豆*富硒香
菇*富硒大米*富硒西兰花*富硒鸡蛋等购自湖北省
恩施地区"标注有3富硒4字样的食品)
!*!*"#主要仪器与试剂

Q1,/"’’’./恒温型多用途恒温超声提取机
#上海豫明仪器有限公司$*4"’,1] 等离子体质谱
仪#德国耶拿$*3TABGFH,!"’’ 型高效液相色谱仪#美
国 3TABGFH$* U@?ABHRF ‘2‘,0!’’ 分 析 柱 和 预 柱
#")’ ??j% ??*!’ !?"美国 U@?ABHRF$*3W],65’’
双道原子荧光光度计#北京海光仪器$*1LM>]/eO>
>/Ue] eO>微波消解仪*电子调温电热板* 1ABBA,V
3\a@FH@TG3!’ 超纯水仪*电热恒温鼓风干燥箱*水
浴恒温振荡器*旋转蒸发仪*透析袋)

硒单元素溶液标准物质 ’NKP #>$ ’4’"!)"

!’’ !T7?B"中国计量科学研究院(&硒#Li$标准溶
液#! ’’’ !T7?B$*硒#iL$标准溶液#454 !T7?B$均
购自美国 LFRST@FA9iGFHJSGE&硒代胱氨酸# ]G.[E" $*
硒代蛋氨酸 # ]G1GH$* M,硒,甲基硒代半胱氨酸
#M,]G19$均为高纯试剂"均购自 Zn=]9AGFHA:A9&柠
檬酸*氨水*硝酸*盐酸*铁氰化钾*硼氢化钠*氢氧
化钠为分析纯&试验用水为 1ABBA,V3\a@FH@TG3!’
实验室水纯化系统# o!4*" 1’+9?$&有机微孔滤
膜#’*%) !?$)
!*"#方法
!*"*!#样品制备

样品烘干粉碎过筛后"准确称取 )*’ T于离心
管中"加入 "’ ?B超纯水混匀后"于 6’ h条件下水
浴振荡提取 $’ ?AF 后"再经超声提取 "’ ?AF"将提
取液转移放入透析袋"浸入 !’’ ?B纯水中浸泡透析
4 ;"然后收集 !’’ ?B透析液"透析袋再次浸入
!’’ ?B纯水中浸泡 4 ;"收集合并两部分透析液"且
混合均匀"用旋转蒸发仪浓缩后"用超纯水定容至
!’ ?B"制成无机硒待测样液"检测前过 ’*%) !?滤
膜后上机检测"同时做空白试验)
!*"*"#仪器条件

色谱条件%U@?ABHRF ‘2‘,0!’’ 分析柱和预柱
#")’ ??j% ??"!’ !?$&流动相为 ) ??RB7M柠檬
酸铵中加 "+甲醇"柠檬酸和氨水准确调节 cUl
%*6"流速 ! ?B7?AF"进样量 !’’ !B)

电感耦合等离子体质谱#L.‘,1]$参考条件见
表 !)

表 !#L.‘,1] 工作参数
/@CBG!#ecGS@HARF c@S@?GHGSE:RSL.‘,1]

质荷比
7#ERS$

射频功率
7P

等离子气流速
7#M7?AF$

雾化气流速
7#M7?AF$

辅助气流速
7#M7?AF$

54 ! %’’ !4*’ ’*64 !*4

"#结果与分析
"*!#流动相的选择及其酸度的影响

本试验流动相为 ) ??RB7M柠檬酸铵中加 "+
甲醇"达到一定的 cU值时"不仅能够很好地分离硒
酸根和亚硒酸根"同时还能够分离硒代胱氨酸*M,
硒,甲基硒代半胱氨酸和硒代蛋氨酸) 在不同 cU
条件下"各种硒形态的离子存在形式不同 ’!4( &因此"
流动相的 cU值对硒形态的分离效果影响很大) 流
动相使用柠檬酸和氨水调节 cU值"不同的流动相
cU值下各种硒形态的保留时间见图 !)

当 cUl$*’ 时"硒代胱氨酸*M,硒,甲基硒代半
胱氨酸和硒#Li$三者峰形重合) cU值逐渐增大"
硒代胱氨酸和 M,硒,甲基硒代半胱氨酸逐渐分离"但
M,硒,甲基硒代半胱氨酸和硒#Li$基线仍然不能完



高效液相色谱,电感耦合等离子体质谱联用技术测定富硒食品中无机硒和有机硒的含量!!!张颖"等 !!4$## !

图 !#流动相 cU值对 ) 种硒形态保留时间的影响
WATJSG!#>::G9HR:cUR:?RCABGc;@EGRF H;GSGHGFHARF HA?G

R:) EGBGFAJ?EcG9AGE

###

全分离"当 cUl%*6 时") 种硒形态能够达到基线分
离且峰形很好) 但当 cUo)*’"硒#iL$的保留时间
急剧减少"与硒代蛋氨酸的峰形重合"基线不能完
全分 离) 综 合 考 虑 分 离 度 和 保 留 时 间" 选 择
cUl%*6 的 ) ??RB7M柠檬酸铵溶液为流动相"流速
! ?B7?AF获得 ) 种不同硒形态混合标准溶液的色谱
图"见图 "") 种不同的硒形态均能有效分离)
"*"#前处理方法的确定

食品中无机硒的存在形态主要为可溶于水的
硒酸根和亚硒酸根"有机硒主要是硒蛋白和硒代氨
###

图 "#) 种硒形态标准溶液色谱图
WATJSG"#.;SR?@HRTS@?R:) EGBGFAJ?EcG9AGEEH@F\@S\ ERBJHARFE

基酸"其中部分小分子硒代氨基酸也具有水溶性"
因此无机硒应采取温和的提取方式"避免有机硒小
分子转化为无机硒) 无机硒的提取一般采用水 ’!$( *

碱 ’!6( *酸 ’"’(等提取试剂"本研究比较了不同提取剂
对无机硒提取效率的影响)
"*"*!#提取方式

选择市售的普通大米"按照 NK )’’6*6$!
"’!’ ’5(测定后总硒*硒#Li$和硒#iL$均未检出的大
米为 空 白 样 品" 研 磨 成 粉 末" 分 别 加 入 纯 水*
’*! ?RB7M盐酸*’*! ?RB7M氢氧化钠"在 6’ h水浴
中振荡提取 $’ ?AF’"’( "测定加标回收率"发现
’*! ?RB7M盐酸的回收率最低"水和 ’*! ?RB7M氢氧
化钠提取液提取的硒含量相当"回收率相近"考虑
到流动相 cU值要求严格"选择纯水作为无机硒的
提取剂"见表 ")
"*"*"#透析条件

为降低样品基体的影响"使用透析袋分离基
体"降低基体干扰"提高方法的灵敏度) 比较不同
截留分子量透析袋对透析效率的影响"使用不同截
留分子量 # "’’*)’’*! ’’’ _$ 透析袋 #只透析一
次$"结果发现不同截留分子量的透析袋的回收率

####表 "#不同提取液中无机硒的加标回收率

/@CBG"#>::G9HR:\A::GSGFHGIHS@9HARF @TGFHERF SG9RaGSAGE

硒形态 提取液
加标量
7#!T7̂T$

测定值
7#!T7̂T$

回收率
7+

硒#Li$ ’*! ?RB7M氢氧化钠 4’*’ 54*4 64*)

硒#iL$ ’*! ?RB7M氢氧化钠 5’*’ (5*6 65*’

硒#Li$ ’*! ?RB7M盐酸 4’*’ )6*! 5$*6

硒#iL$ ’*! ?RB7M盐酸 5’*’ %"*5 (!*’

硒#Li$ 水 4’*’ 4’*4 !’!*’

硒#iL$ 水 5’*’ (4*! 65*$

基本一致"见表 $) 透析袋截留分子量对透析效率
的影响很小"故本研究采用截留分子量为 "’’ _的
透析袋)

表 $#不同截留分子量对透析效率的影响

/@CBG$#>::G9HR:\A::GSGFH?RBG9JB@SdGAT;H9JH,R::RF SG9RaGSAGE

截留分子量7_ 硒形态
加标量
7#!T7̂T$

测定值
7#!T7̂T$

回收率
7+

"’’

)’’

! ’’’

硒#Li$ 4’*’ %4*5 (’*6

硒#iL$ 5’*’ %!*$ )6*’

硒#Li$ 4’*’ %5*6 )6*6

硒#iL$ 5’*’ %"*4 (!*!

硒#Li$ 4’*’ %6*" (!*)

硒#iL$ 5’*’ %’*! )5*$

##比较不同的透析时间#只透析一次$对透析效
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率的影响"测定无机硒的加标回收率"结果见图 $)
从图中可以看出"透析时间达到 4 ; 后"随着透析时
间的增加"回收率保持稳定"为降低时间成本"选择
透析时间 4 ; 为确定的透析时间)

图 $#不同渗透时间对回收率的影响
WATJSG$#>::G9HR:\A@B[EAEHA?GRF SG9RaGSAGE

"*$#标准曲线和检出限
配制硒 #Li$和硒 #iL$浓度各为 "’*’*%’*’*

4’*’*!"’*’ 和 "’’*’ !T7M的系列混合标准溶液"
以各浓度色谱峰面积#"$对应质量浓度#+$绘制标
准曲线"均具有良好的线性关系) 根据信噪比
.R@l$计算检出限#Me_$"结果见表 %)

表 %#硒#Li$和硒#iL$的线性方程*相关系数和检出限
/@CBG%#MAFG@SGXJ@HARFE" 9RSSGB@HARF 9RG::A9AGFH@F\

BA?AHER:\GHG9HARF R:]G#Li$ @F\ ]G#iL$

硒的形态 线性方程 相关系数 # Me_7#!T7̂T$

硒#Li$ "l!$%*)+p"6’*% ’*666 (*(5

硒#iL$ "l"!"*)+g")!( ’*664 6*6)

"*%#样品加标回收试验

选择本底值较低的样品"按照 NK)’’6*6$!
"’!’ ’5(测定后总硒*硒#Li$和硒#iL$含量均较低的
样品为空白样品"采用标准加入法对方法的准确度
和精密度进行验证) 分别加入 $ 种浓度水平的无机
硒混合标准溶液"按样品制备过程处理后进行精密
度和回收率试验"结果见表 )"硒#Li$和硒#iL$的
回收率范围为 5’*"+ -!!(*6+"二者的相对标准
####

偏差#D.:$均小于 !)+) 部分样品 #如红茶和猪
肉$存在加标回收率偏低的现象) 其中茶叶类样品
可能是由于茶叶具有网状结构"比表面积大"含有
多种活性基团 ’"!( "对加标物吸附作用严重) 猪肉样
品由于其脂肪含量较高"影响透析效果) 对此类样
品的测定可在后续的研究中进一步优化)

表 )#硒形态的加标回收率#- l($

/@CBG)#2G9RaGSAGER:EGBGFAJ?EcG9AGE

样品
硒#Li$ 硒#iL$

加标量
7#!T7̂T$

回收率
7+

D.:
7+

加标量
7#!T7̂T$

回收率
7+

D.:
7+

包菜

矿泉水

红茶

大米

猪肉

鸡蛋

玉米

!’*’ 44*" !$*! !’*’ 5)*! !"*(
)’*’ 6)*$ (*6 )’*’ !’"*% 6*)
"’’*’ !’4*! 5*$ "’’*’ 64*% %*(
!’*’ !’5*$ (*$ !’*’ !’)*4 (*$
)’*’ !!’*) )*( )’*’ !’’*( "*’
"’’*’ !’$*4 $*’ "’’*’ !’$*6 !*4
!’*’ 5’*" !!*’ !’*’ 4!*" !!*)
)’*’ 4!*’ (*% )’*’ 5)*% !’*(
"’’*’ 4!*! )*) "’’*’ 5$*" %*’
!’*’ !’(*! 6*" !’*’ 6"*’ !’*’
)’*’ 4’*( !"*! )’*’ !!!*" !!*"
"’’*’ 4)*! !’*$ "’’*’ 64*5 "*5
!’*’ 44*5 !%*" !’*’ 6"*5 !’*%
)’*’ 54*4 "*4 )’*’ 64*( !’*6
"’’*’ 5"*6 "*) "’’*’ 65*) (*"
!’*’ 5(*% !’*! !’*’ !!(*6 !%*$
)’*’ !’)*% (*" )’*’ 4(*( !$*6
"’’*’ 6)*) )*6 "’’*’ !!!*" $*)
!’*’ 65*% 4*" !’*’ 65*) !!*$
)’*’ !’$*$ $*’ )’*’ !’5*5 )*(
"’’*’ !’"*" !*4 "’’*’ 6)*4 "*(

注%样品中硒#Li$和硒#iL$的本底值均为未检出)

"*)#样品的测定
本试验采用总硒含量减去无机硒含量来推测

有机硒含量) 对湖北省恩施地区市场上购买的富
硒食品进行检测"结果见表 () 其中总硒的含量为
按照 NK)’’6*6$!"’!’ ’5(方法进行两次重复测定
的均值"无机硒含量为本方法 $ 次测定的均值) 从
表 ( 可以看出天然富硒食品中硒的主要存在形式为
有机硒)

表 (#富硒食品检测结果
/@CBG(#_GHGS?AF@HARF SGEJBHER:AFRST@FA9EGBGFAJ?AF EGBGFAJ?,GFSA9;G\ :RR\

样品
总硒

7#!T7̂T$
硒#Li$
7#!T7̂T$

硒#iL$
7#!T7̂T$

无机硒
7#!T7̂T$

有机硒
7#!T7̂T$

无机硒
7+

富硒茶叶 ! )’’*(! "!’*"$ 66*46 $!’*!" ! !6’*%6 "’*5

绞股蓝 ! 5"6*(" $!$*!’ !""*4" %$)*6" ! "6$*5’ ")*"

玉米粉 )’%*$( (4*(! "(*"( 6%*45 %’6*%6 !4*4

葛粉 6(%*%’ !$!*54 5(*!’ "’5*44 5)(*)" "!*(

富硒黄豆 $ 6$!*45 %!!*)6 "!’*6" (""*)! $ $’6*$( !)*4

富硒香菇 (%"*"! (’*5) $6*(6 !’’*%% )%!*55 !)*(

富硒大米 ! 5!"*5) !)4*65 )5*6% "!(*6! ! %6)*4% !"*5

富硒西兰花 " !($*44 "(4*(5 !$)*6! %’%*)4 ! 5)6*$’ !4*5

富硒鸡蛋 $!)*"5 %4*5) "!*4) 5’*(’ "%%*(5 ""*%



高效液相色谱,电感耦合等离子体质谱联用技术测定富硒食品中无机硒和有机硒的含量!!!张颖"等 !!4)## !

$#小结
本试验建立的 U‘M.,L.‘71] 联用法可将食品

中 ) 种硒形态有效分离"通过对硒#Li$和硒#iL$的
定量分析测得食品中无机硒的含量"并通过总硒的
测定进一步计算出富硒食品中有机硒的含量) 本
方法 Me_低"硒#Li$和硒#iL$的 Me_分别为 (*(5
和 6*6) !T7̂T"回收率范围为 5’*"+ -!!(*6+"
D.:均小于 !)+"基本能够满足富硒食品中无机硒
含量测定的需要"尤其为打击市场上人工添加无机
硒提供技术手段)

本试验的方法可直接测定硒#iL$含量"避免了
使用 U‘M.,UN,3W] 测定无机硒需要解决转化
硒#iL$效率低而引起的灵敏度低的问题"同时本方
法通过透析作用降低大分子物质的干扰"提高了样
品检测的灵敏度"为复杂基体的样品检测提供了一
条新思路"但样品前处理所需时间较长"需要进一
步改善研究)
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