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摘 　要 　综述了近年来在硒形态分析的研究领域所取得的进展。主要包括分离检测方法 , 接口技术 , 以及硒

形态的结构分析的最新发展状况 , 并且介绍了硒形态分析中各种样品的前处理方法。
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引 　言

　　从 1817 年 Berlius 发现硒以来 , 硒对生物体的重要性很

长一段时期未被人们认识。在 20 世纪 30 年代初期 , 人们发

现动物的“碱毒病”(Alkali disease )和“蹒跚病”(Blind stagger

)是由于动物食入了含硒量过高的植物而引发的硒中毒症 ,

于是硒在很长一段时间内被认为是有毒元素。1957 年 ,

Schwarz 等 [1 ]发现硒是防止大鼠食饵性肝坏死的一种保护因

子 , 硒对生命体有益的方面才开始被认识。Rotruck 等 [2 ] 证

明硒是谷胱甘肽过氧化物酶活性中心的必需元素后 , 硒作为

营养元素的特征进一步得到认证 ; 随着对硒的研究的不断深

入 , 人们不但加深了对其致毒机理的理解 , 而且对其营养机

制的了解已有了进一步的深入。现已证明 , 硒是人体必需的

微量元素 [3 ] , 它是红细胞谷胱甘肽过氧化物酶的组成成分 ,

主要作用是参与了酶的合成 , 保护细胞膜的结构和功能免受

过度氧化损伤 [4 ] ; 而且硒和维生素 E 相互作用可以起到抗癌

的作用等 [5 ] 。Karam 等 [6 ] 新近合成了一种低毒有机硒化合

物 , 经过动物实验证明 , 此化合物可以抑制甚至杀死乳腺

癌、结肠癌和肺癌中的癌细胞 , 还能够抑制烟叶中亚硝胺对

人体的毒害 , 有望减少吸烟人群中癌症的发生。虽然硒是人

体必不可少的营养元素 , 但是人体内过量的硒则会导致疾

病。Whanger [7 ]讨论了硒在人体内的代谢途径 , 并建议最高

日摄入量为 400 mg , 最低日摄入量为 40 mg , 当日摄入量低

于 11 mg 时将会导致硒缺乏症。硒存在的化学形态不同导致

其迁移和转化机制以及在生物体内的代谢途径不同。通过对

老鼠的实验表明 , 亚硒酸通过扩散直接吸收 , 硒酸通过载体

运输吸收 , 硒代胱氨酸的代谢机理与胱氨酸相同 [8 ] ; 治疗硒

缺乏病症时注射亚硒酸的吸收效率高 , 注射硒酸则更安

全 [9 ] 。硒是一个典型的双功能元素 , 其生物功能不仅取决于

其量的多少 , 而且与其存在形态密切相关。在评价硒的毒性

和生物可利用性时 , 其存在形态信息的获得至关重要。关于

硒形态分析方面的研究 , 国内外已经有多篇综述性的文

章 [10215 ] 。近些年来随着这一领域研究的进一步开展 , 硒形态

分析方法研究不断深入 , 在线联用技术已经成为硒形态分析

中常用的技术 , 各种新技术和新方法层出不穷。本文对近些

年应用于硒形态分析的联用技术 , 包括分离、检测和接口技

术 , 样品的储存和处理方法进行了综述。

1 　分离技术

111 　高效液相色谱( HPLC)

作为高效的分离技术 , HPLC 在硒形态分析中得到广泛

的应用 , 是迄今为止硒形态分析中使用最多的分离方法。由

表 1 中各种硒形态的 p Ka 值可知 , 在相同的 p H 条件下 , 各

种硒形态所带的电荷不同 , 导致各种硒形态在色谱的固定相

和流动相间的分配也各不相同。因此 , 可以应用于分离各种

硒形态。常用的分离模式有离子交换色谱法 ( IEC) 和离子对

色谱法 ( IPC) 。Sanz2Medel 等 [16 ] 提出胶团介质 ( Vesicles) 离

子对色谱法 , 在流动相中加入含有 2 个疏水基团的表面活性

剂对十二烷基溴化铵 (DDAB) 。这种离子对试剂在超声作用

下 , 重排成的胶团状聚合体 , 与一般的胶束介质相比 , 这种

聚合体能与流动相中的待分离组分有更多的相互作用 (疏水、

电荷和空间位阻) , 能区分更多的形态 , 而且后续检测的灵

敏度有所提高 [17 ] 。Zheng 等 [18 ] 使用含混合离子对试剂 (215

mmol ·L - 1 丁基磺酸盐28 mmol ·L - 1 四丁基氢氧化铵24

mmol ·L - 1的丙二酸20105 %甲醇)的流动相对硒形态进行分

离 , 此混合离子对试剂中既有阳离子官能团又有阴离子官能
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团 , 可同时分离阳离子、阴离子和电中性的多种硒形态。

Gammelgaard 等 [19 , 20 ]用全氟羧酸 (三氟乙酸、七氟丁酸和九

氟戊酸)作为离子对试剂 , 应用于硒形态的分离 , 后者在 30

min 内能分离出 23 种硒形态。Ghaleb 等 [21 ]研究了几种有机

硒在多孔石墨碳固定相上的保留和分离行为 , 与常用的反相

色谱的固定相比较 , 多孔石墨碳疏水性更强 , 机械强度更

大。Reyes 等 [22 ]利用亲合色谱能够分离含硒蛋白 , 硒蛋白 P

保留在肝磷脂 - 琼脂糖凝胶柱上 , 白蛋白保留在蓝琼脂糖柱

上 , 而谷胱甘肽过氧化物酶则不保留 , 将三个主要的含硒组

分 , 硒蛋白 P、白蛋白和谷胱甘肽过氧化物酶分离。

Table 1 　The pKa values of Se species

硒形态 Pka1 Pka2 Pka3 Pka4

亚硒酸 ( H2 SeO3) 117

硒酸 ( H2 SeO4) 21 4 671 31

硒代蛋氨酸 (SeMet) 21 19 9105

硒代乙硫氨酸 (SeEt) 与硒代蛋氨酸相近

硒代胱氨酸 (SeCys2) 11 68 2115 81 07 81 94

三甲基硒阳离子 ( TMSe + ) 带正电荷

硒代胱氨 (SeCM)硒尿 (SeUr) 低 p H 时带两个正电荷 , 高 p H 时呈中性

　　在硒的形态分析中 , 尺寸排阻色谱 ( size exclusion chro2
matography , SEC)主要用于分离含硒蛋白 , 实现对复杂生物

样品的分离和纯化 [23 ] 。McSheehy 等 [24 ] 等用 G275 Sephadex

凝胶 SEC 分离大蒜中水溶性的含硒形态 , 发现大蒜中所含

的硒组分几乎全部在低分子量片段内 , 与蛋白结合部分含量

很少。Shaha 等 [25 ]用 Superdex Peptide HR 柱以 32环己氨基2
12丙磺酸 (32cyclohexylamino212propanesulfonic acid , CA PS)

缓冲溶液作流动相分离绿洋葱中的含硒组分 , 检测结果表明

硒不仅出现在低分子量部分 , 也出现在高分子量区域。

Daun[26 ]用 Superdex 200 10/ 30 柱 , 分离 7 种动物肉中可溶性

的含硒化合物 , 分离出分子量约为 200 KDa , 65～90 KDa ,

5 Da和 2 Da 的 4 个含硒组分 ; Casiot 等 [27 ]用凝胶色谱柱 (聚

丙稀酰氨) 将酵母中的硒分为高分子量 ( > 100 KDa , 占

30 %) , 低分子量 ( > 10 KDa , 占 22 %) 和小分子 ( < 10 KDa ,

占 6 %)三个部分。

112 　毛细管电泳( CE)

毛细管电泳是形态分析中极具潜力的分离技术 , 在硒形

态分析中的应用发展迅速。Pyrzynska [28 ] 对 CE 在硒形态分

析中的应用作了综述。CE 分离是通过待分析组分在载流中

电泳淌度的差别而实现的 , 毛细管中待分离组分的表观淌度

是其固有电泳淌度和电渗流淌度 ( EOF) 的矢量和。应用正电

荷模式时 , 电泳淌度方向指向阳极 , EOF 的方向指向阴极 ,

如果 EOF 大于电泳淌度 , 缓冲液中的阴离子 (如硒酸根离

子 , SeO2 -
4 ; 亚硒酸离子 , SeO2 -

3 )就会向阴极移动 , 2 种带负

电荷的无机硒形态得到分离。但是在此条件下 , Se Ⅳ的出峰

时间长且会产生宽的不对称峰 , 而 Se Ⅵ则几乎检测不到 [29 ] 。

所以 , 在应用 CE 分离硒形态时常需要应用负电荷模式 , 并

且减小 EOF , 或者用阳离子表面活性剂修饰毛细管壁 , 使其

表面带正电荷 , 从而使电渗流的方向发生改变。常用的阳离

子表面活性剂主要是三甲基氨盐 , 如十六烷基三甲基溴化铵

(CTAB) , 十四烷基三甲基溴化铵 ( TTAB) , 十四烷基三甲基

氢氧化铵 ( TTAO H) , 十六烷基三乙基磷酸氨 ( HD TA) 及十

六烷基三乙基溴化铵 ( HD TAB) 。Bendahl 等 [30 ] 向背景电解

液中加入十六烷基三甲基氢氧化铵 ( CTAO H) 使电渗流

( EOF)的方向发生改变 , 将缓冲液的 p H 值调节为 9125 , 在

514 min 内分离了 Na2 SeO4 , Na2 SeO3 , SeCys2 和 SeMet , 无

机硒色谱峰宽度小于 3 s , 理论塔板数为 60 000。Matthew

等 [31 ]应用流体动力学方法修饰电渗流 ( HMEOF) , 常规的压

力进样 , 毛细管分离 Se Ⅳ和 Se Ⅵ , 测定了饮用水中的无机硒

形态。Michalke[32 ]分别将毛细管区带电泳 (CZE)和毛细管等

电聚焦电泳 (CIEF)和 ICP2MS 联用进行硒形态分析。CZE 在

碱性背景 ( Na2 CO3 和 NaO H) 条件下分离出 6 种硒形态 ,

CIEF 在 p H 为 2～10 范围分离有机硒形态 , 应用于富集

10 倍后的人奶和血浆中硒形态的分析。Bendahl 等 [33 ]在反向

电压模式下 , 加入 Hexadimetrine 使电渗流发生反向 , 分离

实际尿样中的三个含硒形态。Bendahl [34 ] 用聚乙烯基磺酸脂

动力学修饰的毛细管区带电泳分离 , ICP2MS 检测以硒酵母

为基质的补硒药品中硒形态 , 毛细管分离的理论塔板数达

620 000。

113 　气相色谱( GC)

气相色谱具有分辨率高、分析速度快、仪器设备消耗低

等优点 , 应用于硒形态分析中 [35 ] 。它能够直接分离挥发性硒

的化合物 , 如二甲基硒、二甲基二硒等 [36 ] 。Dietz 等 [37 ] 用多

通道毛细管气相色谱 ( MC2GC) 分离 , MIP2A ES 和 ICP2MS

检测 , 应用于硒富集的生物样品 , 如酵母 , 印度芥末和大蒜

中可挥发性硒形态 (二甲基硒 , 二乙基硒和二甲基二硒) 的检

测。然而 , 硒在自然界中存在形态多是难挥发性的含硒化合

物 (如硒代氨基酸) , 应用 GC 分离时 , 需要对分析物进行衍

生化。硒代氨基酸的衍生化一般有两步 , 分别是羧酸的酯化

和氨基的酰化 , 将其转化为可挥发性的物质。常用的衍生试

剂有 N2三氟乙酸 ( TFA )2O2异丙基酯 [38 ] , 氯甲酸乙酯

( ECF) [39 ] , 氯甲酸甲酯 ( MCF) , 氨基氯甲酸 ( MenCF) 等 ,

Troyer 等 [40 ]比较常用的三种氯甲酸衍生试剂 ( ECF , MCF ,

MenCF)对三种硒代氨基酸的衍生 , 结果表明 MCF 的衍生产

率高、重现性好且受检测条件的影响小 , 能够满足对含硒形

态定量测定的需要。

114 　多维分离技术

多维分离技术是依照样品中各组分的特点 , 采用多种模
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式的 HPLC 和 CE 分离相结合 , 通过不同分离模式联用来实

现复杂样品的高效分离。硒形态分析中应用的多维分离有阴

离子交换色谱 (A EC)和反相色谱 ( RPC) 联用 [41 ]以及 RPC[42 ]

和 IPC[43 ]联用 ; 在分离实际样品中经常用到的多维分离的方

法是 SEC 和 IEC 的联用。由于 IEC 具有分析速度快、分离效

率高、流动相组分与检测器相匹配的特点 , 通常被选为多维

色谱分离中最后一维的分离模式 , 而 SEC 可以作为样品的

预分离模式 , 除去样品中大量的基体干扰。Chatterjee 等 [23 ]

用 SEC2RPC 联用的两维色谱分离大蒜中含硒形态 ; Mcshee2
hy 等 [24 ]用 SEC2RP2IPC 联用分离富硒绿洋葱中硒形态。Mc2
sheehy 等 [44 ]分别使用两维的 SEC2RP2HPLC[45 ]和三维 SEC2
A IC2阳离子交换色谱 (CIC) 分离富硒酵母提取物 , 此方法可

以分离出超过 30 种不同的含硒化合物。Mounicou 等 [46 ] 用

SEC2离子交换快速蛋白液相色谱 ( FP2IEC) 分离出野生富硒

芸苔中的几种含硒蛋白。Mounicou 等 [47 ]利用 SEC2CZE 联用

二维分离方法 , 用于富硒酵母液态提取物中的硒形态 , 实验

结果表明富硒酵母提取物中存在多种硒形态。

值得注意的是 , 硒在生物体内多以硒代氨基酸为单元结

构形式存在 , 对各种硒代氨基酸的手性分离研究也有开展。

Sanz2Medel 等 [48 ]比较了几种利用 GC 和 HPLC 分离手性硒

代氨基酸的方法。GC[38 ]分离用 L2缬氨酸232丁基氨修饰的聚

二甲基硅橡胶基手性固定相 (Chirasil2L2Val ) , 分离经过衍

生的 SeMet 对映异构体 ; 液相色谱法用商品手性色谱柱

(Crownpak ( + ) ) [49 ]分离 9 种手性硒代氨基酸 , 色谱手性分

离能够提供更多的对映结构体信息。Mendez 等 [50 ]以糖肽抗

生素基 ( Teicoplanin)2手性固定相 ( Chirobiotic T) , 利用

HPLC 直接分离了非衍生的手性硒代氨基酸。

Table 2 　The interface used in the hyphenated technique

接口技术 分离 检测 结论 文献

DIN CE ICP2MS [ 30 ]

微波消解氢化物发生 (MW2H G) 离子交换色
谱

AAS [ 52 ] [ 53 ] [ 54 ] [ 55 ]

紫外可见光照射氢化物发生 (UV2H G)
阴离子交换
色谱

石英炉 AAS — [ 56 ] [ 57 ]

H HPN 反相色谱 ICP2MS
与 Meinhard 雾化比较 , H HCN 存在明显
的优势

[ 58 ]

MCN 和 DIN
反相色谱和
离子对色谱

ICP2MS
DIN 的灵敏度比 MCN 的灵敏度要高 , 但
是 DIN 很容易被样品中的盐晶体阻塞

[ 59 ]

H G和三种雾化技术 (空气、超声波和
水力高压)

离子对色谱 AFS
和雾化技术比较 H G 能消除干扰 , 进样
效率高

[ 60 ]

气动雾化 (Barbington 型)和 USN
混合离子对
色谱

ICP2MS
USN 对各种硒形态信号的增强值不同 ,
与 ICP - MS 联用 , 受流动相中钠盐的干
扰较大

[ 61 ]

交叉雾化 (CFN)和 USN
阴离子交换
色谱

ICP2MS
USN 的灵敏度提高了十倍 , 但是检测限
并没有比 CFN 的检测限降低很多

[ 62 ]

H HPN 和气动雾化 (Meinhard 型)
反相色谱和
离子对色谱

AFS/ ICP2
MS

H HPN 比 Meinhard 的灵敏度高 7～11 倍 [ 63 ] [ 64 ] [ 65 ]

HCl 和 KBr 在线光化学 (254 nm) 消解
氢化物发生 UV2H G

离子对色谱 AFS — [ 66 ]

Meinhard , H HPN 和 MCN
反相和离子
对色谱

六级杆反应
池 ICP2MS

H HPN 的相对检测限最低 , 而 MCN 的
绝对检测限最低

[ 67 ]

基于纳米 TiO2 光催化的 UV/ TiO2 光
催化接口 ( PCD)氢化物发生装置

离子交换色
谱

AFS
采用紫外可见灯照射让纳米 TiO2 产生光
生电子 , 在线还原六价硒

[ 68 ]

2 　接口技术

　　目前在硒形态分析方法学的研究中 , 高效的动态分离技

术与高灵敏的检测技术联合使用占据了主要地位。合适的接

口技术将动态的分离和在线的检测高效链接起来 , 接口传输

性能的优劣将直接影响形态分析的结果 , 这是研究者关注的

一个焦点。如表 2 列出了目前硒形态分析中研究较多的几种

接口技术。其中由于 HPLC 的淋洗液流速与原子光谱检测器

的进样速度相匹配 , 色谱流出液可以直接进入检测器的进样

系统。而 CE 的流量很小 , 与检测器联用时 , 需要特殊的接

口装置 , 此装置首先要保证毛细管内电流稳定地导通 , 其次

需要加入补充缓冲液或降低雾化流速保证 CE 的流出液与雾

化器进样的液流速匹配 , 另外在加入补充缓冲液时 , 应注意

防止毛细管内发生层流紊乱等一系列问题的发生。

在硒形态分析中常用的接口技术有氢化物发生进样

( H G)和各种雾化技术 (气动雾化、热雾化、超声波雾化和水

力高压雾化) 。表 2 列出了几种主要在线联用接口技术及其

使用效果。其中 , 气动雾化装置 (Meinhard 同心雾化器 , Ba2
bington 雾化器)的设备简单 , 且对样品中各形态的进样效率
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没有差别 , 是普遍应用的气动雾化接口。但是它的雾化效率

较低 , 往往导致实际样品中待测组分进入检测器的量低于所

需要的检测限。微同心雾化器 ( MCN) 和直接注入式雾化器

(DIN)是气动雾化器的改进装置 , 适合小流量样品 , 主要与

微柱和毛细管电泳联用。超声雾化法 (USN)由于其产生的雾

滴颗粒细、不受气流影响、雾化效率及进样效率较高等原

因 , 对各种硒形态的检测灵敏度均有提高。但是由于 USN

的记忆效应严重 , 空白值高 , 且受流动相中盐份干扰很大 ,

因此只能用于短时间的研究工作 , 而不适合实际样品的测

定。水力高压雾化器 ( hydraulic high2pressure nebulisation ,

H HPN)是硒形态分析中一种新兴的雾化进样技术 , 但仪器

设备比较复杂 , 应用范围较小。

　　由于硒在酸性条件下能与硼氢化钾 (钠)反应产生挥发性

的氢化物 , 此气态产物可以从反应介质中很好地分离 , 并使

进样效率有了很大的提高 , 因此作为简便、高效的接口技

术 , H G广泛应用于硒形态分析中。然而 , 在硒的氢化物发

生法中 , 由于各种硒形态的氢化物发生效率不同 (Se Ⅳ的发生

效率很高 , Se Ⅵ产生 Se H2 的效率几乎为零) , 使用 H G作为

形态分析联用技术的接口时常常需要在线的预还原将各种形

态的硒转化为 Se Ⅳ[51253 ] , 这也成为 H G在硒形态分析中应用

的一个瓶颈问题。我们提出纳米 TiO2 光催化还原接口技术 ,

实现了高价硒的在线还原 , 很好地解决了这个棘手的问题 ,

显示了其巨大的应用潜力 [68 ] 。

3 　检测技术

311 　电感耦合等离子质谱( ICP2MS)

由于 ICP2MS 的高灵敏度和高选择性特点 , 已逐渐成为

元素形态分析中应用最多的检测器。然而 , 对于硒而言 , 其

第一电离能较高 ( I1 = 91752 eV) , 使得离子化效率相对较

低 ; 而且存在多种多原子离子的干扰 , 如40 Ar 36 Ar + 对76 Se ;
40 Ar 38 Ar + 对78 Se ; 40 Ar 37 Ar + 对77 Se ; 37 Cl 37 Cl + 对74 Se 以及
81Br 1 H 对82 Se 等 ; 这些问题的存在严重制约了普通型 ICP2
MS 检测硒的灵敏度和准确性。如表 3 所示 , ICP2MS 分析中

常采取的减少干扰的方法重要有以下几种 : (1) 选择多个同

位素同时监测 ; (2) 应用动态碰撞池或者反应池系统 , 通过

反应气体与多原子离子进行碰撞或反应再选择性地消除多原

子离子的干扰 ; (3)采用高分辨的双聚焦质量分析器 ; (4) 应

用可调离子气源 , 低压 ICP (L P2ICP) 、微波诱导等离子体

(MIP)和辉光放电 ( GD)用氦气作为等离子体气 , 可以避免氩

的聚合物的光谱干扰。

Table 3 　Mass spectroscpic determination of Se species

减少干扰的方法 检测限 样品 文献

四极杆 ICP2MS 77 , 78 11 0～51 3 ng ·mL - 1 (51～267 pg) 标液 [ 16 ]

77 , 82 1 ng ·mL - 1 尿 [ 18 ]

多个同位素检测 78 , 82 01 8～11 7 ng ·mL - 1 , (213～51 1 pg) 尿 [ 19 ]

77 , 82 3142 ±01 17 ng ·mL - 1 ( TMSe) 尿 [ 23 ]

77 , 78 , 82 - 酵母 [ 27 ]

77 , 82 10 pg ·mL - 1 Se Ⅳ , 24 pg ·mL - 1 Se Ⅵ 饮用水 [ 31 ]

77 , 78 10～30 ng ·mL - 1 人奶和血浆 [ 32 ]

高分辨质谱 双聚焦 ICP2MS 5μg ·mL - 1 (50 pg) 尿 [ 17 ]

利用动态碰撞/ 反应池技术
同位素稀释法 ( IDA ) 和八极杆反应体系
(ORS) ICP2MS

- 人体血浆 [ 22 ]

以氦气作为缓冲气 , 氢气作为碰撞气的六
极杆碰撞池 ICP2MS

30～80 ng ·mL - 1 尿 [ 65 ]

用六级杆碰撞池 ICP2MS 检测 (35 ±90) pg ·mL - 1 富硒酵母 [ 67 ]

以甲烷气作反应气的 DRC2ICP2MS 0157μg ·mL - 1 血浆和尿液 [ 69 ]

应用能量可调的质谱源 用高压氮微波诱导等离子体质谱 0125 ng ·mL - 1 加标尿样 [ 70 ]

射频辉光放电离子源质谱 100 pg (SeMet) 富硒酵母 [ 71 ]

312 　原子吸收光谱 AAS

AAS 是目前原子光谱类检测器中使用最多的元素分析

技术 , 但在元素形态分析中的应用却不是很多 ; 主要因为普

遍使用的火焰原子吸收 ( FAAS) 虽然可以与色谱方便地连

接 , 但背景吸收较大 , 检测灵敏度较低。Pedersen 等 [72 ]用氩

氢混合焰、窄缝原子阱 ( slotted atom trap , STA T) FAAS 检

测硒形态。与常用的乙炔空气火焰相比 , 氩氢焰提高了信噪

比 , STA T 的使用可以使信号强度提高二到三倍 , 方法的检

测限为 1μg ·mL - 1 。Cobo2Fetnandez 等 [73 ] 采用石英炉原子

吸收 (Q FAAS) 作为色谱的检测器 , 灵敏度较 FAAS 有所改

善。Johansson 等 [74 ] 以同样的方法实现了各种硒形态的检

测 , 检测限达到 110～116μg ·mL - 1 。Chatterjee[75 ]建立了流

动注射2氢化物发生 ( FI2H G) 电热 T 型石英管火焰原子吸收

测定 Se Et 的方法 , 检测限达到 0125 ng ·mL - 1 。石墨炉电热

原子吸收 ( GFAAS) 用作检测器 , 灵敏度有很大的提高 , 但

GFAAS 与常规色谱难以联用。Emteborg 等 [76 ]利用微孔柱流

速小的特点 , 采用一个微孔阴离子交换色谱柱分离 , 流速为

80μL ·min - 1 , 每 20μL 自动收集样品 , Zeeman 效应校正 ,

ETAAS 断续检测 , 方法的检测限为 218～411 ng ·mL - 1 (绝

对检测限达 42～61 pg) 。

313 　原子荧光光谱( AFS)

A FS 的光谱简单、选择性高 , 当与 H G进样技术联合使
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用时具有很高的检测灵敏度 , 使其很适合作元素形态分析的

检测器。目前的商品 A FS 由于数据采集和硬件控制等原因

不能与色谱直接联用 , 应用于硒形态分析的 A FS 报道较少。

我们研究小组 [77 ]编写了原子荧光光谱仪的数据采集和处理

软件 , 成功地应用于 HPLC 和 A FS 联用时的数据采集和处

理。其他一些研究小组也实现了 A FS 与色谱的联用 , Mester

等分别用超声喷雾 [60 ]和水力高压喷雾 [64 ]作为色谱和 A FS 的

接口 , 通过加热和液体冷却装置减少进入火焰中的水分 , 对

于 SeMet , SeCys2 和 SeEt 的检测限达到 50 , 42 和 71 ng ·

mL - 1 , 并将此方法应用于富硒蘑菇中硒含量的测定。Ipolyi

等 [78 ]用 H G 作为 HPLC2A FS 的接口检测 Se Ⅳ和硒代氨基

酸 , 各形态 SeCys , SeMet , SeEt 和 Se Ⅳ的检测限分别为 18 ,

70 , 96 和 16 ng ·mL - 1 , 结合在线紫外光照射转化 , 测定了

实验室参考物质巴西坚果中的硒形态 [67 ] 。Dumont 等 [79 ]用微

波辅助氢化物发生原子荧光检测 , 获得 7 种硒标准形态

Se Ⅳ , Se Ⅵ , SeMet , SeCys2 , 硒代胱氨 , 硒甲基硒代半胱氨酸

的检测限分别为 018 , 113 , 112 , 112 , 113 和 111 ng ·mL - 1 。

314 　原子发射光谱( AES)

A ES 是最早使用的原子光谱分析方法 , 早期的直流电弧

和电火花光源的灵敏度相对较低 , 很难满足元素形态分析的

要求。等离子体激发技术 , 如直流等离子体 (DCP) 、电感耦

合等离子体 ( ICP) 、微波诱导等离子体 ( MIP) 的应用 , 使

A ES 的灵敏度提高了几个数量级。ICP2A ES 具有高的激发

温度和原子化效率 , 是硒形态分析中使用较多的检测技术。

A ES 能够方便作为 GC 的检测器 , 用于检测各种挥发性的含

硒形态 , 检测限可以达到 ng ·mL - 1 级 [34 ] 。Ghaleb 等 [21 ] 用

ICP2A ES 作为色谱的检测器 , 实验证明 A ES 检测对多种流

动相介质中的硒化合物均有较好的响应。Davis 等 [80 ]研究了

粒子束空心阴极辉光发射光谱 ( PB/ HC2O ES) 作为硒形态研

究的检测器 , 应用于五种含硒形态的分析 , 当 200μL 进样时

的检测限可以达到μg ·mL - 1级 , 能够满足硒形态分析的要

求。Jin 等 [81 ] 利用 PB/ HC2O ES 测定一系列含硒化合物 , 应

用实验所得的经验公式对硒形态进行定量分析 , 线性范围是

0101～1 000μg ·mL - 1 , SeMet 的检测限是 16 ng , 硒甲基硒

代胱氨酸的检测限是 11 ng。

315 　硒形态的鉴定

研究硒在各种生物体内的存在形态和吸收利用的途径是

硒形态研究中很重要的一个方面 , 其中对各种代谢中间产物

的结构鉴定是理解其生物转化过程的重要依据。以上介绍的

各种原子光谱/ 质谱检测器虽然有高的灵敏度和准确度 , 却

只能够给出各种硒形态中硒元素的含量信息 , 而具体形态只

能通过与标准物质对照来确定。但是 , 目前商品的标准物质

只有很少的几种 , 加之硒在生物体内吸收和代谢过程的复杂

性和多样性 , 应用原子光谱技术很难实现实际样品中各种含

硒未知形态的分析 , 所以常常需要具有分子结构鉴定能力的

分析技术。如表 4 所示 , 目前在未知硒形态的结构鉴定中应

用较多的是 ESI2MS ; Q2TOF2MS 和 MALDI2TOF2MS 等也

有应用。

Table 4 　Identif icztion of selenium2containing compounds

硒形态 样品 检测器 文献

硒甲基硒代半胱氨酸及硒胱硫醚等 葱属植物 , 紫云英属 ESI2MS [ 20 ]

γ- 谷胱甘肽 - 硒甲基硒代半胱氨酸 (γ2glutamyl2Se2met hylsel2
enocysteine)

大蒜 ESI2MS/ MS [ 23 ]

Se2met hyl2nacetyl galactosamine (硒甲基乙酰基半乳糖胺 ) Se2
met hyl2N2acetylglucosamine (乙酰氨基葡萄糖)

尿 ICP2MS [ 59 ]

硒形态标准 - ESI2MS [ 82 ]

谷胱甘肽中硫被硒取代后的形态 营养酵母水提取物 ESI2MS/ MS [ 83 ]

硒甲基2N2乙酰基硒氨基己醣 老鼠尿样 Q2TOFMS [ 84 ]

五种硒代氨基酸 - 三极四极杆和飞行时间质谱 [ 85 ]

氨基酸序列为 SeMet2Asn2Ala2Gly2Arg 的硒形态
酵母水溶性硒蛋白的胰蛋白

酶解产物

MALDI2TOFMS/ MSESI2Q T2
OF

[ 86 ]

蛋白质的氨基酸序列 实验室自制的酵母 MALDI2TOF2MS 和 Q2TFMS [ 87 ]

第一次发现了新的含硒蛋白 , 此蛋白是在 SIP18 ( Mr 8874) 的

229 个蛋氨酸被硒代蛋氨酸取代而得的
富硒酵母水溶性蛋白

MALDI2TOFMS/ ESI2Q TOF

MS
[ 88 ]

4 　样品的处理

　　硒形态的各种分析方法只有应用于实际样品 , 才能解决

各种环境和生命科学研究中的问题。硒在自然界中存在十分

广泛 , 如土壤、水体和各种动植物 , 其中尿液中的硒形态是

动物硒代谢的重要产物 , 通过对尿样中硒形态的分析可以判

断硒在动物体内的消化吸收过程 , 甚至可以判断各种与硒有

关的疾病。所以有大量硒形态的分析的文献测定尿样中含硒

形态。表 5 对文献中近年来 , 有关尿样中硒形态分析的研究

进行了粗略统计。

411 　样品中硒形态的提取

自然界中的硒不仅以无机态形式存在 , 还以烷基硒和硒

代氨基酸形式结合在肽链或蛋白质中。为了能够准确测定样

品中的硒形态 , 必须有一个能够保证样品中各种硒形态完整

高效地转移到提取液中的样品处理方法。在提取过程中 , 分
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析物和提取溶液、介质及提取容器壁会发生一些化学反应 ,

可能会导致形态的转化和损失 , 使得样品测定结果不准确甚

至是错误的信息。所以研究样品的处理方法 , 使样品中的各

种形态能够高效完整地转移到提取溶液中 , 已经成为硒形态

分析研究中的一个重要内容。形态的提取常常需要一步或多

步萃取 , 一步萃取的方法相对比较简单 , 形态发生变化较

小 , 但是提取效率较低 ; 而多步萃取方法可以根据各种硒形

态不同特点采取不同的萃取方法 , 大大提高样品的提取效

率 , 但是经过多步萃取 , 很难保持样品中硒形态的完整性。

表 6 中列出了硒形态分析所用的样品及其提取方法和样品测

定结果。从表中可知 , 硒形态分析的样品主要是一些酵母 ,

坚果和蘑菇等。其中 , 除了泥土中常使用无机溶剂以外 , 其

他生物样品中的硒形态多采用酶解的方法提取。

Table 5 　Identif ication of Se species in urea

尿样来源 处理方法 分离 检测 测定出含硒形态 参考文献

- 1 ∶1 超纯水稀释 C18 离子对胶团介质 QC2AAS ICP2MS 三种未知形态的硒化合物 [ 16 ]

健康的志愿者 1 ∶1 超纯水稀释 胶团介质 MW2H G2ICP2MS Se Ⅳ和两个未知形态 [ 17 ]

健康的志愿者 01 22μm 膜过滤 混合离子对色谱 ICP2MS 加标测定 [ 18 ]

服用 SeMet 一个月
的志愿者

1 ∶1 超纯水稀释后
C18 柱过滤

离子对色谱 ICP2MS
硒代γ氨基丁酸 ( Se Gaba) 和一
个中性的含硒化合物

[ 19 ]

- - GS2220 凝胶柱 ICP2MS 两个未知形态 [ 23 ]

服用 SeMet 一个月
的志愿者

冠醚提取 阳离子交换色谱 ICP2MS SeMet 和三个未知硒形态 [ 33 ]

商品尿样 C18 柱过滤 反相和阴离子交换 AFS SeCys 和 Se Ⅳ [ 41 ]

服用了硒酵母的健
康志愿者

氮气流下浓缩
C18 和 C8 反相离子对
色谱

ICP2MS
Se2met hyl2Nacetyl galac2
tosamine 和 Se2met hyl2N2acetyl2
glu cosamine

[ 59 ]

健康的志愿者 - GS2220 凝胶渗透柱 MIP2MS Se Ⅳ和两个未知形态 [ 70 ]

服用一个月富硒酵
母和维生素 E

C18 柱过滤 阴离子交换柱 H G2AAS Se ( Ⅵ)和 SeCys [ 89 ]

三个健康志愿者 C18 柱过滤 AMINO 反相色谱 ICP - MS TMSe + 和两个未知形态 [ 90 ]

412 　样品中硒形态的富集方法

在测定实际样品的过程中 , 由于大多数的样品中各种硒

形态的含量很低 , 且样品基体复杂 , 干扰分离和检测 , 因此

为了达到富集和纯化的目的 , 需要对样品进行预处理。常用

的富集方法有液液萃取和固相微萃取技术 ( SPME) 。液液萃

取应用有机溶剂提取 , 在一定条件下除去大量的溶剂 , 达到

富集和减小基体干扰的目的。Gammelgaard 等 [62 ]用甲醇提取

尿样 , 在氮气流中挥发浓缩 , 可以使各硒形态浓度富集 10 倍

以上 , 最高富集倍数达到 100 倍。此法在富集分离的同时也

能够提高方法的灵敏度。与液液萃取技术相比 , SPME 技术

具有操作简便、提取效率高、溶剂消耗低和高回收率等优

点。Abbas2 Ghaleb 等 [21 ]研究了有机硒在多空石墨固定相上

的保留 , 酸性介质中洗脱 , 可以达到富集的效果。L u 等 [106 ]

利用四价硒与吡咯烷二巯基氨甲酸 ( PD TC) 形成络合物 , 在

PTFE 微柱的表面发生吸附 , 从而达到富集的效果。Dietz

等 [107 ]研究了几种常规固定相 (碳 CAR , 聚二乙烯基苯 DVB ,

聚乙二醇 CW , 聚二甲基硅 PDMS , 聚丙稀 PA) SPME 富集

可挥发性有机硒化合物 , 然后在自制的加热解吸附装置中解

吸 , 实现可挥发性有机硒化合物的富集。

413 　样品的储存

在测定实际样品的过程中 , 由于时间和空间的限制 , 很

多情况下不能保证样品采集或处理后马上测定 , 因此研究样

品的合适保存方法是十分重要的。硒形态分析中常见的样品

有富硒酵母和尿样 , 由于富硒酵母样品多是以粉末形式存

在 , 很容易保存。而尿样中含有大量的无机离子 (Na + , K+ ,

Ca2 + 和 PO3 -
4 等) , 有机质 (葡萄糖 , 白蛋白和尿酸等) 和细

菌 , 霉菌 , 寄生虫甚至病毒细胞等 , 其基体的复杂性和物理

化学性质的特殊性与硒形态的稳定保存条件存在很大关系。

为了避免化学形态的改变 , 常采用调节 p H、调节温度和避

免光照等措施。Zheng 等人 [18 ]研究了尿样的保存条件 , 1 ∶9

稀释的加标尿样保存在聚乙烯管中 , 25 ℃条件下 9 天就发生

变质 , 在 4 ℃时 30 天后发生明显变质 , 在 - 20 ℃保存 30 天

没有发生明显变化 , 因此最佳的保存条件是在 - 20 ℃条件

下短时间保存。Moreno 等 [102 , 103 ] 研究了牡蛎样品的保存条

件 , 比较了几种保存温度和贮存容器的材料。发现与 Pyrex

玻璃相比较 , 聚乙烯管较好的避免光照和氧化性试剂的接

触。而对于温度分别为 - 18 , - 4 , 20 ℃的研究发现 , 4 ℃是

最适合牡蛎样品的保存温度。

5 　展 　望

　　从目前硒形态分析方法学研究的状况来看 , 多种技术联

合使用是硒形态分析的主流 , 高效链接各种分离方法和检测

系统的结构技术是研究的焦点 , 各种接口鉴定技术已经得到

了相当程度的使用。硒形态分析方法的发展已经很大程度上

依靠各种分析装置的发展。由于硒在实际样品中存在的多样

性和复杂性 , 目前所发展的联用技术和方法在短时间内还很

难直接应用于实际样品的常规分析。方法的简单化、实用化
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和标准化是联用技术真正应用于硒形态分析的必要步骤。硒

形态分析中另一个值得关注的热点问题是分析化学与生命和

环境科学研究的结合 , 了解各种含硒形态在整个生物圈和生

命体内的转化和代谢途径及其生物功能 , 这些都是最近提出

的“元素/ 金属组学 (Metallomics)”[108 ]的研究内容。

Table 6 　Extraction of Se species from samples

测定样品 提取方法 总含硒量 主要含硒形态 参考文献

培养的富硒植物 热水和蛋白酶ⅩⅣ 几千μg ·g - 1 甲基硒代半胱氨酸 (葱属植物) ; SeMet (富硒酵
母) ; 硒胱硫醚 (紫云英属植物)

[ 20 ]

BCR No1 402 参 考
物质

5 ∶21 5 (φ) 甲醇和氯仿混
合液

(61 80 ±01 30)μg ·g - 1 主要为六价硒和未知结构的硒形态 [ 72 ]

富硒绿洋葱
p H 810 的 Tris 缓冲液 1
mMCaCl2 和蛋白酶 K

301 3μg ·g - 1 SeCys2 , 硒甲基硒代胱氨酸 , SeMet 和无机硒 [ 25 ] .

肉类中的含硒化合
物

p H 715 的 Tris2醋酸缓冲
溶液

- 谷胱甘肽过氧化物酶和硒蛋白 W [ 26 ]

Dolt22 参 考 物 质
(Dogfish liver)

水 , 蛋白酶分别提取
( 46129 ± 31 1 ) ng ·
mL - 1

SeCys (71 79 ±014) ng ·mL - 1 ) , SeMet (6189 ±
11 8) ng ·mL - 1 ) , 未知形态 (29129 ±11 9) ng ·
mL - 1)

[ 43 ]

可食蘑菇
三步序列提取法 (水 , 胃
蛋白酶和胰蛋白酶) 1101 2μg ·g - 1 SeCys2 271 7μg ·g - 1 Se Ⅳ461 4μg ·g - 1 [ 64 ]

CRM 白苜蓿中硒形
态

1 ∶1 甲醇/ 水加入 4 %氨
水

(51 63 ±01 67)μg ·g - 1 11 5μg ·g - 1 Se Ⅵ(22 %) [ 74 ]

罐装金枪鱼内 甲醇和水 , 盐水提取 - 主要的硒形态是 SeCys2 [ 91 ]

巴西坚果 链霉蛋白酶2E 821 9μg ·g - 1 791 9μg ·g - 1 SeMet ; 少量的 SeCys2 [ 92 ]

泥土样品中总硒
去离子水、热水、AB -
D TPA、 NaO H 和
KH2 PO4 分别提取

- 主要是无机硒形态 [ 93 ]

Stewart 湖底泥

水、01 1 mol ·L - 1 的磷
酸缓冲液、5 % TMA H
和 1 mol ·L - 1的亚硫酸
钠顺序提取

- 主要为无机硒形态 [ 94 ]

希腊 ( EO T) 温泉的
土壤样品

水、热水、甲醇和 01 5
mol ·L - 1的盐酸提取

- S Ⅳ(102 ±4) ng ·g - 1 ; Se Ⅵ(650 ±26) ng ·g - 1 [ 95 ]

油菜属植物 ( Stan2
leya pinnata)

水、NaCl 溶液和稀 HCl
溶液的分步提取

几百μg ·g - 1 硒代氨基酸占 73 %～851 5 % , Se Ⅵ占 715 %～
191 5 % , 其它形态硒含量少于 7 %

[ 96 ]

花椰菜 27 种无机溶液提取 876μg ·g - 1 硒甲基硒代胱氨酸 [ 97 ]

野生富硒植物芸苔
几种不同的蛋白提取方
法

- 几种含硒蛋白 [ 98 ]

亚硒酸钠的液态培
养的油菜

HCl , Tris2HCl 缓冲液 ,
和酶萃取 (蛋白酶 K和蛋
白酶ⅩⅣ

硒量达到了几千个 ppm SeMet 的含量为 ppb 级 [ 99 ]

富硒的蘑菇 细胞壁消解酶 (Lysing) 160μg ·g - 1 151 1μg ·g - 1 SeMet [ 100 ]

自制的 77 Se 的富硒
酵母

葡萄糖苷酶和混合的蛋
白酶分别提取

1 390μg ·g - 1 SeMet 占 82 % [ 101 ]

冷冻干燥牡蛎样品
水 , 枯草杆菌蛋白酶提
取

(11 22 ±01 03)μg ·g - 1 (01 11 ±0102)μg ·g - 1 ( TMSe) , (01 56 ±01 08)
μg ·g - 1 (SeMet)和未知形态

[ 102 ]

牡蛎 水 , 非特异性蛋白酶 (11 22 ±01 03)μg ·g - 1 TMSe (918 ±018 %) , SeMet (66 %) [ 103 ]

雪鱼肉 蛋白酶和脂肪酶 (904 ±104) ng ·g - 1 SeMet (603 ±65) ng ·g - 1 [ 104 ]

动物器官 水提取 , 酶解 -
SeMet (012～600μg ·g - 1 ) , SeCys2 (01 1～017
μg ·g - 1) , TMSe (01101 3μg ·g - 1)

[ 105 ]
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