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实验技术与方法
阴离子交换色谱!氢化物发生!原子荧光光谱联用测定片剂类

富硒保健品中 > 种形态硒
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摘$要!目的$建立了阴离子交换色谱!氢化物发生!原子荧光光谱联用测定富硒保健品中硒酸根+ _)"k\#,$亚硒

酸根+_)"\k#,$硒代胱氨酸"_)aZ?’ #和硒代蛋氨酸"_)‘)4#的方法% 方法$采用 S*9.;4:0cIc!T%&& 阴离子交换柱
"’7& 99o>@% 99!%& !9#!以 >& 99:;<=磷酸氢二铵"bSn"@&#为流动相!在 %’ 9.0 内可完全分离 > 种硒形态%

结果$_)"\k#$_)"k\#$_)aZ?’ 和 _)‘)4的检出限分别为 &@67$%@&F$&@D% 和 %@F# !B<=!标准曲线相关系数均 G

&@DDD 7!加标回收率为 6&@’E A%&6@FE!相对标准偏差"718#均 H7@&E% 比较了不同提取方法对片剂类富硒保

健品中 > 种硒形态的提取效果!以亚硒酸盐为硒源的样品采用 &@" 9:;<=盐酸提取效果理想!提取率 GD’E&含有

有机硒的保健品采用蛋白酶 ]提取!提取率 G6’E% 结论$本方法快速$简单$准确!适用于测定片剂类富硒保健

品中硒形态!为监督富硒保健食品的质量提供技术支持%
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$$硒是典型的双功能元素"对人体既必需又具有
毒性"硒对健康的有益作用取决于硒的化学形态和
处于安全区间的浓度范围 (%) * 硒具有抗脂质过氧

化’清除体内自由基’保护与修复细胞’提高免疫
力’防癌和抗衰老等多种生理功能"人体长期缺硒
会导致克山病’大骨节病’糖尿病’心脑血管疾病等
多种疾病 (’!#) * 硒摄入量超过安全阈值则会对人体

造成伤害"发生急性或慢性硒中毒"例如在上世纪
6& 年代湖北恩施曾发生大范围人’畜的脱毛’脱甲
症"即由该地区高硒土壤环境所致* 由此可见"科
学’合理的摄入硒元素才是对人体安全有效的* 近
年各种富硒保健品纷纷面世"富硒保健品的开发是
提高硒摄入量的有效途径"因此这类保健品内硒的
食用安全性和功效性十分值得关注* 硒毒理学和
生理学研究 (>!7)表明"硒的不同形态在生理毒性和

生物利用率等方面各不相同"有机形态的硒"如硒
蛋白’硒代氨基酸’硒多肽等"在机体内才能转变为
生理活性物质"为人体所吸收利用"因此硒的生物
功能取决于有机形态的硒含量*

硒形态的分离检测通常需要高选择性分离技
术与高灵敏度的检测技术联用来实现"高效液相色
谱!原子吸收光谱联用#Sc=a!33_$ (") ’离子色谱!电

感耦合等离子体质谱联用#\a!\ac!‘_$ (F)和高效液

相色谱!电感耦合等离子体质谱联用 #Sc=a!\ac!
‘_$ (6!D)等技术用于测定硒形态* 其中 \ac!‘_ 具有

灵敏度高的特点"引入碰撞反应池技术可有效消除
光谱和同位素对硒的测定干扰"因此 Sc=a!\ac!‘_

成为目前应用最广泛的形态分析方法"但 \ac!‘_

仪器昂贵"维护成本高"适用性受到一定的局限*

氢化物发生!原子荧光光谱#SY!3N_$法成本低廉"

基体干扰小"灵敏度可达到 %& lD数量级"’&&# 年就

颁布为国家标准方法用于食品中总硒的测定* 本
试验采用阴离子交换色谱与 SY!3N_ 联用技术建立
了硒形态的分析方法"应用于市售最常见的硒源补
充剂!!!片剂类富硒保健品中硒形态的测定"分离
测定了富硒保健食品片剂中硒酸根( _)#k\$)’亚硒

酸根(_)#\k$)’硒代胱氨酸#_)aZ?’ $和硒代蛋氨酸
#_)‘)4$"对市售的富硒保健食品中硒形态进行测
定"为富硒保健食品的功效性评价和科学开发利用
提供技术支持*

%$材料与方法
%@%$材料
%@%@%$样品来源

’&%" 年 %% 月在北京市内 7 家超市随机采集片
剂类富硒保健品 %’ 份*
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%@%@’$主要仪器与试剂

D%#& 型原子荧光光谱仪’_3!’& 形态分析仪均
购自北京吉天仪器有限公司"‘3I_7 微波消解仪
#美国 a2‘$’]j!7&&hk型数控超声波清洗器’
‘.;;.b;+?’%7& 型超纯水处理系统 #出水电阻率
%6@’ ‘$+/9$’台式高速冷冻离心机*

硒单元素标准溶液(Y1V#2$&6&"%D)’_)#k\$
# Y1V%&&## $’ _)# \k$ # Y1V%&&#’ $’ _)aZ_’
#Y1V%&&6F$和 _)‘)4#Y1V%&&#>$均购自中国计
量科学研究院"硫脲’抗坏血酸’碘化钾’盐酸’氢氧
化钾’硼氢化钾’磷酸氢二铵’柠檬酸’甲酸’硝酸’
乙酸铵均为优级纯"试验用水均为超纯水*

%@’$方法

%@’@%$标准溶液的配制
硒标准工作溶液%将 % &&& !B<9;硒单元素标

准溶液用 7E硝酸逐级稀释"配制成 %&’’&’#&’>&’
7& !B<=的硒标准系列* 吸取 %& 9;标准工作溶液
至 %7 9;比色管中"定容至 %& 9;"加入 ’@& 9;盐酸
和 %@& 9;%&& B<=铁氰化钾"摇匀备用*

硒形态混合标准工作溶液%将 _)#k\$’_)#\k$’
_)aZ?’ 和 _)‘)4逐级稀释"配制成 ’ 9B<=的硒标准
储备液"使用当日逐级稀释配制成 ’7’7&’%&&’’&&’
>&& !B<=#以 _)计$的混合标准溶液*
%@’@’$样品前处理

样品均为固体片剂"经高速粉碎后密封置于干
燥器中备用*

总硒测定前处理方法%称取 &@7 B样品于聚四
氟乙烯消解管中"加入 7 9;硝酸"静置 ’& 9.0 后按
优化好的微波消解程序进行微波消解"消解完全后
用超纯水定容至 ’7 9;"摇匀* 吸取 %@& 9;消化液
至 %7 9;比色管中"定容至 %& 9;"加入 ’@& 9;盐酸
和 %@& 9;%&& B<=铁氰化钾"摇匀备用*

酸提取硒形态方法%称取 &@’7 B样品于 %7 9;
离心管中"加入 7 9;&@" 9:;<=盐酸溶液"置于
"7 m水浴超声 7 9.0"取出后于 > m # &&& -<9.0 离
心 7 9.0"吸取上清液过 &@>7 !9滤膜*

蛋白酶 ]提取硒形态方法%称取 &@’7 B样品于
%7 9;离心管中"加入 %& 9B蛋白酶 ]和 7 9;水"混
匀"#F m超声 > M" #F m水浴 %’ M* 提取液以
# &&& -<9.0离心 7 9.0"吸取上清液过 &@>7 !9滤膜*
%@’@#$仪器条件

色谱条件%S*9.;4:0cIc!T%&& 阴离子交换柱
#’7& 99o>@% 99"%& !9$"S*9.;4:0cIc!T%&& 预
柱#’& 99o>@% 99"%& !9$"柱温为室温"流动相
为 >& 99:;<=磷酸氢二铵#以 %&E甲酸调节 bSn
"@&$"流速 %@& 9;<9.0"进样体积 %&& !;*

原子荧光条件%灯电流 %&& 93"负高压 #%& k"
载气流速 #&& 9;<9.0"屏蔽气流速 7&& 9;<9.0*

’$结果与分析
’@%$流动相的选择
’@%@%$流动相的种类

不同酸度的溶液中"硒可以阳离子’阴离子或
两性离子形态存在"因此流动相常采用离子对试剂
及缓冲盐溶液"如三氟乙酸 (%&) ’七氟丁酸等全氟羧
酸 (%%) * 出于试剂的安全’低毒性考虑"结合硒的离
子形态"试验考察了碳酸氢钠 #’E乙腈$’乙酸铵’
柠檬酸和磷酸氢二铵作为流动相的分离效果* 试
验发现"%& 99:;<=碳酸氢钠#’E乙腈$溶液为流动
相时"_)‘)4在 ’& 9.0 内无法洗脱分离&’& 99:;<=
乙酸铵溶液作为流动相时"只能分离 # 个色谱峰"且
信号响应值很低&7 99:;<=柠檬酸溶液可将 > 种硒
形态分开"进一步比较了不同酸度的分离效果"
bSn"@& 时"_)#\k$拖尾严重"且 _)‘)4信号响应值
低"bSn>@7 时"_)#k\$出峰时间后延至 %F 9.0"
_)‘)4信号响应值并没有改善&以 >& 99:;<=磷酸
氢二铵为流动相"在 %’ 9.0 内可完全分离 > 种硒形
态#见图 %$"因此选用磷酸氢二铵为流动相*

图 %$> 种硒形态的标准溶液色谱图
N.B+-)%$aM-:9*4:B-*9:L4M)?4*0^*-̂ ?:;+4.:0 :L

> ?);)0.+9?b)/.)?

’@%@’$流动相浓度的选择
试验了以 %&’’&’#&’>&’7& 99:;<=磷酸氢二铵

溶液为流动相"结果见图 ’* 磷酸氢二铵浓度对
_)aZ?’ 和 _)‘)4的保留时间影响不大"主要影响 _)
#k\$和 _)#\k$的保留时间* 随着磷酸氢二铵浓度
的增加"_)#k\$和 _)#\k$的保留时间逐渐缩短">&
和 7& 99:;<=磷酸氢二铵均可以使 > 种硒形态在
%’ 9.0 内出峰"但考虑测定实际样品的分离效果"
试验选择以 >& 99:;<=磷酸氢二铵为流动相*
’@%@#$流动相的酸度选择

以甲酸调节 >& 99:;<=磷酸氢二铵酸度"考察
流动相酸度对 > 种硒形态分离效果的影响"结果见
图 #* 在 bSn>@7 AF@7 范围内"bS值 GF 时"> 种
硒形态峰重叠"不能完全分离&bS值 HF 时"随着流
动相 bS值降低"> 种硒形态分离越完全&_)#\k$’
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图 ’$磷酸氢二铵浓度对硒形态保留时间的影响
N.B+-)’$2LL)/4:L#5S> $ ’ScX> /:0/)04-*4.:0 :0

-)4)04.:0 4.9):L?);)0.+9?b)/.)?

图 #$磷酸氢二铵 bS值对硒形态保留时间的影响
N.B+-)#$2LL)/4:L#5S> $ ’ScX> ?:;+4.:0 bS

:0 -)4)04.:0 4.9):L?);)0.+9?b)/.)?

_)aZ?’ 和 _)‘)4均能在 %’ 9.0 内实现分离"_)#k\$
保留时间受酸度影响最大"降低流动相 bS值明显
延长 _)#k\$保留时间* 考虑到 > 种硒形态的分离
效果和时间成本"流动相 bSn"@& 为最佳选择*
’@’$总硒含量的测定

为考察前处理方法的提取效果和方法准确度"
首先采用 SY!3N_ 法对样品中的总硒进行了准确定
量"所测定的富硒保健品" 总硒的含量为 7@7
A76@> 9B<CB*
’@#$提取试剂的选择
’@#@%$酸提取法

一般常用的元素形态提取剂为热水’柠檬酸’
氢氧化钾’盐酸等 (%’) * 由于富硒保健品多为片剂"
样品辅料中不溶于水的无机盐含量较高"较难溶于
热水和碱溶液"因此针对样品基质"比较了柠檬酸
和盐酸的提取效果* 采用柠檬酸提取样品时"可以
提取出 _)#k\$’_)#\k$和 _)‘)4"未检测出 _)aZ?’"
但提取出的 # 种硒形态总量不足 #&E* 以盐酸为
提取剂"也无法提取出 _)aZ?’"但 _)#k\$’_)#\k$和
_)‘)4的提取率大幅提高"提取率 GD’E"尤其是添
加亚硒酸钠的保健品"仅提取出无机硒"因此对以

无机硒作为硒源的富硒保健品"采用盐酸提取即可
满足要求*
’@#@’$酶提取法

有机硒主要以氨基酸形态存在"盐酸对有机硒
提取率不佳"尤其对 _)aZ?’"因此采用蛋白酶

(%#)提
取蛋白中的硒* 试验比较了胃蛋白酶和蛋白酶 ]
的提取效果"并且对比了超声和水浴两种方式对
提取 率 的 影 响* 两 种 活 性 的 胃 蛋 白 酶 #活 性
%8# &&&和活性 %8%& &&&$在 #F m下超声或水浴"

随着时间增加" _)aZ?’ 提取效率从 %&E提高到
#6E"但进一步增加时间"并不能使 _)aZ?’ 的提取
率进一步增大"因而放弃使用胃蛋白酶* 在 #F m
下使用蛋白酶 ]超声或水浴提取"效果明显优于
使用胃蛋白酶"进一步延长提取时间"发现先超声
提取再使用水浴加热的方式使提取率明显高于单
纯使用超声或水浴"在 #F m恒温下"样品超声
> M"再继续水浴加热 %’ M"> 种硒形态的提取率可
高于 6’E"因此对含有机硒的样品适宜采用蛋白
酶 ]进行提取*
’@>$盐酸提取条件优化

由于保健品片剂辅料中含有不溶于水的无机
盐"在盐酸提取过程中使样品完全溶解是提取成功
的关键"因此对盐酸用量’提取温度和提取时间等
条件进行了优化* 试验了 &@%’&@’’&@#’&@>’&@7’
&@" 和 &@F 9:;<=的盐酸提取效果"随着盐酸浓度的
增加"提取率不断提高"&@" 9:;<=盐酸的提取率最
高"继续增大盐酸浓度"提取率却降低"可能是盐酸
浓度的增大对荧光信号的抑制作用加大"因此选择
&@" 9:;<=盐酸作为提取剂&进一步优化超声温度
和时间"设置超声温度分别为 ’7’#7’>7’77’"7’F7
和 67 m"随着超声温度的升高"硒的提取率不断提
高"温度达到 "7 m时"提取率最高"随后继续升高温
度"提取率开始下降"因此选择最佳超声温度为
"7 m&超声时间分别设置为 7’%&’’&’#& 和 >& 9.0"
结果表明"超声 7 9.0 即可使硒的提取率由 F#E提
高到 D’E"增加时间提取率不再变化"因此选择超
声时间为 7 9.0&超声后样品进行离心"试验了离心
转速为 ’ &&&’# &&&’> &&&’7 &&&’" &&&’F &&& 和
6 &&& -<9.0 的离心效果"提取率随着离心转速增加
而提高"但转速超过 # &&& -<9.0 后"提取率迅速降
低"可能是转速增加造成硒蛋白沉淀"使溶液中硒
含量降低"因此设定离心转速为 # &&& -<9.0* 经过
优化"盐酸的提取条件为样品用 7 9;&@" 9:;<=盐
酸溶解"在 "7 m超声 7 9.0"# &&& -<9.0 离心*
’@7$方法线性范围’相关系数与方法检出限

在优化的试验条件下"_)#\k$和 _)aZ?’ 在%& A
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#&& !B<=’_)#k\$在 ’& A#&& !B<=’_)‘)4在 7& A
% &&& !B<=范围内呈线性关系"相关系数 #9$均 G
&@DDD 7* 对空白溶液进行 %% 次平行测定"计算其
标准偏差"以 # 倍标准偏差所对应的浓度值为方法
检出限"_)#\k$’_)#k\$’_)aZ?’ 和 _)‘)4的检出限
分别为 &@67’%@&F’&@D% 和 %@F# !B<=*

’@"$方法的加标回收率和精密度

采用加标回收试验考察方法的准确性"由于实
际样品中未同时检出 > 种硒形态"且含量差异较大"
因此采用在实际样品中分别加入低’中’高三个浓
度水平的 _)#k\$’_)#\k$’_)aZ?’ 和 _)‘)4硒形态
标准溶液"每个样品制备 F 个平行样品"测定 > 种硒
形态含量"计算回收率"结果见表 %"> 种硒形态的加
标回收 率 为 6&@’E A%&6@FE" 相 对 标 准 偏 差
#718$均 H7@&E*

表 %$方法加标回收率和精密度#( nF$

g*(;)%$I)/:,)-.)?*0^ -);*4.,)?4*0^*-̂ ^),.*4.:0?.0

?b.C)̂ ?*9b;)?:L4M)9)4M:̂

项目
本底值
<#9B<CB$

加标量
<#9B<CB$

测定值
<#9B<CB$

回收率
<E

718
<E

_)#\k$ #@" &@> #@F’ A>@’6 D#@’ A%&"@6 >@’

_)#k\$ 5h &@> &@#7 A&@>& 6F@7 ADD@" >@>

_)aZ?’ 5h &@> &@#’ A&@#" 6&@’ A6F@6 #@D

_)‘)4 5h %@& &@66 A%@&> 66@D A%&#@7 >@%

_)#\k$ #@" ’@& 7@%’ A"@&D D%@7 A%&6@F #@’

_)#k\$ 5h ’@& %@F% A%@DD 67@" ADD@# #@"

_)aZ?’ 5h ’@& %@"7 A%@F7 6’@F A6F@# #@7

_)‘)4 5h 7@& >@’7 A7@%7 67@% A%&’@D ’@’

_)#\k$ #@" 7@& F@FD AD@’& D&@F A%&"@D ’@"

_)#k\$ 5h 7@& >@>’ A>@D’ 66@7 AD6@# #@>

_)aZ?’ 5h 7@& >@%& A>@’D 6’@’ A67@F ’@6

_)‘)4 5h %&@& 6@%’ A6@F" 6%@# A6F@" %@D

注%5h表示未检出

’@F$样品的测定
采用本方法对市售 %’ 份片剂类富硒保健品进

行测定#样品先使用盐酸提取测定"对提取率低于
D&E的样品重新采用蛋白酶 ]提取测定$"结果见
表 ’* %& 份样品中仅检出 _)#\k$形态"这些样品均
以亚硒酸钠为硒源添加"硒仍以 _)#\k$形式存在&
’ 份样品中检出 _)#\k$’_)aZ?’ 和 _)‘)4"添加的硒
源均为富硒酵母"有机硒分别占总硒量的 6>@>E
#%7@%<%F@D$和 6#@"E#%%@’<%#@>$"样品色谱图见
图 >* 对样品中硒形态的测定结果求和"与 SY!3N_
测定的总硒含量比较"硒的提取率为 67@6E A
D"@%E"两种方法测定结果基本一致"说明本方法能
够适用于实际样品的测定*

表 ’$样品的测定结果#9B<CB"以 _)计$

g*(;)’$30*;Z4./*;-)?+;4?:L?*9b;)*0*;Z?.?
样品 _)#\k$ _)#k\$ _)aZ?’ _)‘)4 硒形态总量 总硒*

% 7@’ 5h 5h 5h 7@’ 7@7
’ %#@" 5h 5h 5h %#@" %>@#
# #@D 5h 5h 5h #@D >@’
> ’’@7 5h 5h 5h ’’@7 ’#@D
7 %6@F 5h 5h 5h %6@F %D@7
" 7"@% 5h 5h 5h 7"@% 76@>
F &@7 5h 7@’ D@D %7@" %F@D
6 D@# 5h 5h 5h D@# D@6
D #6@D 5h 5h 5h #6@D >%@’
%& &@# 5h #@> F@6 %%@7 %#@>
%% ’"@> 5h 5h 5h ’"@> ’F@6
%’ #%@# 5h 5h 5h #%@# ##@’

注%5h表示未检出&*表示用 SY!3N_ 测定的总硒结果

注%*为样品用 &@" 9:;<=盐酸提取&( 为样品用蛋白酶 ]提取

图 >$片剂类富硒保健品色谱图
N.B+-)>$aM-:9*4:B-*9:L4M)_)!)0-./M)̂ L::̂

?+bb;)9)044*(;)4?

#$小结
本试验采用阴离子交换色谱!SY!3N_ 法测定

片剂类富硒保健品中 _)#\k$’ _)#k\$’ _)aZ?’ 和
_)‘)4> 种硒形态* 分别采用盐酸和蛋白酶 ]提取
不同硒源添加的保健品"前处理方法准确可靠’精
密度好’回收率高* 试验所购市售片剂类富硒保健
品经检测"以仅含无机硒的产品为主"样品前处理
可采用酸提取即可"简便’快速’高效&酸提取率达
不到 D&E的样品"说明样品并非仅含无机硒"前处
理需采用酶提取* 与 Sc=a!\ac!‘_ 比较"本方法试
验成本低"更易于普及应用* 试验表明本法适用于
片剂类富硒保健品中硒形态的测定"所建方法可为
监测片剂类富硒保健品的安全性提供技术支持*
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FDCU 年’中国卫生监督杂志(投稿征订指南

$$,中国卫生监督杂志-是我国卫生计生监督系统唯一的国家级科技类期刊#双月刊$* 创刊于 %DD> 年"
由国家科学技术委员会及国家新闻出版总署批准’国家卫生和计划生育委员会主管’国家卫生计生委卫生
和计划生育监督中心主办* 具有以下特点%

权威性%杂志是专家学者发表学术见解的平台"具有权威性*
指导性%杂志登载的文章来自卫生计生执法监督机构’疾病预防控制机构’医学院校及科研院所等单位

的科研项目"卫生计生监督体系建设’体制改革的研究课题"以及卫生计生执法监督中的案例* 贴近卫生计
生执法监督工作一线"具有针对性和指导意义*

资料性%杂志内容涉及公共场所卫生’饮用水卫生’学校卫生’医疗卫生’职业卫生’放射卫生’传染病防
治’计划生育’中医服务以及食品安全综合监督等专业领域的理论探讨’案例分析’经验交流"监督检测的技
术研究"法规标准的研究制定"体系建设的问题讨论等"对卫生计生监督日常工作’各类文章的撰写提供丰
富’及时’有效的资料*

服务性%杂志的服务对象为各级卫生计生行政部门’卫生计生执法监督机构’疾病预防控制机构’医疗
服务机构’医学院校’科研单位及相关企业等*

欢迎投稿$欢迎订阅
官方网站%国家卫生计生委监督中心官网中国卫生监督杂志栏目
投稿邮箱%J.*0^+e*eM.Q%"#K/:9$jj群%%6>#F>&6"#申请入群请注明所在单位和姓名$
订阅杂志%%& 元<期""& 元<年* 邮发代号%’!>#F*
订购方式%可通过邮局订阅"也可直接汇款到杂志社订阅*
联系地址%北京市东城区交道口北三条 #’ 号* 邮编%%&&&&F*
汇款单位%,中国卫生监督杂志-社"汇款请注明订阅杂志款项*
开 户 行%工商银行北京北新桥支行* 账号%&’&&&&>#%D&’&%%#’F"
联系电话%&%&!6>&66"F6$$传真%&%&!6>&66"F"


