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摘　要：植物是人们摄取硒的主要来源，富硒植物中富含 可 开 发 利 用 的 有 机 硒，我 国 湖 北 恩 施 高 硒 地 区 富 硒 植 物 资 源 丰 富 亟

待开发利用。植物中硒的形态分析 是 研 究 开 发 富 硒 植 物 资 源 的 基 础，而 高 效 液 相 色 谱 与 电 感 耦 合 等 离 子 体 质 谱 联 用 技 术

（ＨＰＬＣ－ＩＣＰ－ＭＳ）是目前硒形态分析使用最为广泛的技术，它在样品的前处理、分析灵敏度、准确性等方面均具有优势，可以实

现富硒植物中含硒生物大分子、硒形态以及与氨基酸结合位点及机理的分析。因此作者综述了植物样品的预处理过程，介绍

了 ＨＰＬＣ－ＩＣＰ－ＭＳ联用技术在测定植物硒形态及其应用方面的研究成果，为我国富硒植物、富硒产品中硒形态的分析测定、开

发富硒植物资源提供指导。
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　　硒是人体必需的微量元素，具有清除体内自由

基、抗细胞脂膜过氧化、抗衰老、抗癌防癌、拮抗重金

属毒性等生物学功能，缺硒会导致克山病、白肌病、
地方性癌症等疾病的发病率增高［１］。人们主要通过

膳食中的植物来获取人体所需要的硒，然而科学、合
理的硒摄入并非取决于食物总硒的含量，更为关键

是硒的形态，这直接决定了人体对硒的吸收效果［２］；
因为不同形态硒的安全性、生物功能性存在较大差

异，无机硒的吸收效果及安全性远不如有机硒，γ－谷
氨酰－甲基 硒 代 半 胱 氨 酸（γ－ｇｌｕｔａｍｙｌ－ＭｅＳｅＣｙｓ）是

非常有效的抗癌硒化合物［３］；因此植物中硒的形态

分析研究对评估人们补硒是否健康合理至关重要。
我国湖北恩施发育大量富硒植物资源，亟待开

发利用；植物中硒的形态分析研究是开发富硒植物

资源的基础，作为硒形态研究的主要分析测试手段

ＨＰＬＣ－ＩＣＰ－ＭＳ联用技术［４－６］，将在我国富硒植物中

有机硒化物形态分析方面有广泛的应用。为此，笔

者对国内外利用ＨＰＬＣ－ＩＣＰ－ＭＳ联用技术分析植物

硒形态的研究现状进行了综述，分别介绍了植物样

品预处理 技 术、高 效 液 相 色 谱 三 维 分 离 方 法、ＩＣＰ－
ＭＳ检测实验过程、以及国内外应用 ＨＰＬＣ－ＩＣＰ－ＭＳ
联用技术研究富硒植物硒形态方面的进展，以便为

分析我国富硒植物硒的赋存状态，开发富硒植物资

源提供理论指导。

１　硒形态分析的植物样品预处理

　　由于植物样品基体复杂，含硒化合物形态多样，
并且每种含硒化合物的硒含量非常低，因此预处理

的方法既要考虑到较高的回收率，也要保持初始的

生物化学形态。在植物硒形态的研究中，根据分析

目的和要求的不同，采取的提取方法也不尽相同。
在研究含硒蛋白、含硒多糖、含硒脂肪等大分子

硒化物的时候，通常是利用这些含硒化合物在不同

溶剂中的溶解性差异将其提取之后，再进行硒含量

测定［７，８］，李娟等［９］在分析富硒花生中硒的赋存形态

时利用适量水、７０％乙醇溶液、０．１ｍｏｌ／Ｌ氯化钠溶

液、０．１ｍｏｌ／Ｌ盐酸溶液和０．１ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠溶

液得到水溶蛋白提取液、醇溶蛋白提取液、盐溶蛋白
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提取液、酸溶蛋白提取液及碱溶蛋白提取液，进而测

得这些蛋白中的硒含量用以表征蛋白质结合态的硒

含量。

在分析小分子硒化物以及进入蛋白质结构的硒

化物的时候，用到的提取方法有水提法，酸提取和酶

提取的方法［１０－１２］。水提法对一些水溶性的、非结合

蛋白的硒化物具有很高的提取效率，例如硒－甲基硒

半胱 氨 酸、γ－谷 氨 酰 基－硒 甲 基 硒 半 胱 氨 酸；对 于 结

合蛋白性质的硒化物，酸提取和酶提取均具有较好

的回收率，但是酸提取会导致硒化物形态发生转化，

而酶解法不但能够有效地释放束缚于蛋白质中的硒

化物，而且温和的提取条件可以更小程度的减少硒

化物形态的转化；同时在利用酶解法进行提取的时

候以超声辅 助 消 解，可 以 大 大 缩 短 消 解 时 间［１３］，避

免由于消解时间过长而可能导致的形态转化，因此

在分析植物组织样品中，酶解法是应用最广的。

Ｍｏｎｔｅｓ等［１４］利用３种不同的提取方式提取用

亚硒酸钠培养的芥菜样品，分 别 是 ＨＣｌ消 解，Ｔｒｉｓ－
ＨＣｌ缓冲液提取和蛋白酶Ｋ与蛋白酶ＸＩＶ混合酶

提取，经过对比发现提取效率最高的是酶解法，其提

取率可 以 达 到 约７５％。程 建 中［１５］建 立 了 ＨＰＬＣ－
ＩＣＰ－ＭＳ联用 技 术 定 量 分 析 富 硒 竹 笋 中 硒 形 态 方

法，在硒形态含量测定的前处理方法中采用超声辅

助提取，并比较酶提取法（链霉蛋白酶Ｅ）与水提取

法的提取效率，结果显示酶提取法的提取效率更高。

２　硒 形 态 的 ＨＰＬＣ－ＩＣＰ－ＭＳ联 用 分

析技术

　　ＨＰＬＣ是以各种不同的色谱分离柱完成不同种

类分析物分离的高效分离技术，尤其适用于高沸点、

大分子、强极性、热稳定性差化合物的分离分析。把

ＨＰＬＣ与具有元素专一性、线性范围宽和检测限低

等优点的ＩＣＰ－ＭＳ联用，在灵敏度、准确度和分析速

度等方面都有很大的改善，可用于研究植物、藻类、

鱼类、人 类 等 生 物 体 内 含 Ｈｇ、Ｓｅ、Ａｓ、Ｚｎ等 元 素 与

多种氨基酸、多肽和蛋白质结合的机理以及定性定

量分析。

２．１　硒形态的 ＨＰＬＣ分离方法

植物体内的硒多以有机硒的形式存在，高效液

相色谱技术被广泛应用于分离植物体中各种形态的

硒化 物；目 前 用 于 硒 形 态 分 析 高 效 液 相 色 谱 法

（ＨＰＬＣ）包 括 体 积 排 阻 色 谱（ＳＥＣ－ＨＰＬＣ），离 子 交

换色 谱（ＩＥＣ－ＨＰＬＣ）和 反 相 离 子 对 色 谱（ＲＰ－ＩＰ－

ＨＰＬＣ）［１６］。

２．１．１　体积排阻色谱
体 积 排 阻 色 谱 （Ｓｉｚｅ　Ｅｘｃｌｕｓｉｏｎ　Ｃｈｒｏｍａｔｏ－

ｇｒａｐｈ，简称ＳＥＣ）是２０世纪６０年代发展起来的一

种色谱分离方法，又称为凝胶色谱法、分子排阻色谱

法、分子筛色谱法和凝胶渗透色谱法等，是液相色谱

的一种。主要用于大分子物质如多肽、蛋白质等的

分离。固定相凝胶为化学惰性、具有多孔网状结构

的物质，凝胶的每个颗粒的结构，犹如一个筛子，小

的分子可以进入胶粒内部，而大的分子则排阻于胶

粒之外，从而达到分离的目的。体积排阻色谱主要

用于硒蛋白、硒多糖的检测以及硒与蛋白相互作用

的研 究，主 要 分 离 的 化 合 物 分 子 量 为１０～１０００
ｋＤａ。

ＳＥＣ－ＩＣＰ－ＭＳ的 主 要 优 点 是 操 作 简 单，流 动 相

可以调节到最适应元素形态的酸度和离子强度，分

离物与凝胶之间的干扰小，ＳＥＣ通常不会引起元素

形态的丢失，适用于不稳定或与金属络合较弱的生

物大分子；同时未知物的分子质量可以用校正的色

谱系统来表征，从而可以大致确定分析物的分子量

范围。缺点是容量有限，分离的效率较低，不能分辨

多组分样品，仅能分离分子大小不同且不能吸附在

柱上的分析物。因 此ＳＥＣ通 常 作 为 测 定 金 属 蛋 白

或与生物分子结合金属形态分离的第一步，在复杂

基体中微量元素的形态分析中发挥了重要的作用；

体积排阻色谱也可作为之后用离子交换和反相色谱

分析小分子硒形态的预纯化步骤，为未知硒化物的

鉴定提供基础。Ｍｏｕｎｉｃｏｕ等［１７］利用体积排阻色谱

分离了富硒酵母的水提物，根据分子量的大小得到

了三部分硒化物，分别是分子量＞２０ｋＤａ、介于５～
１０ｋＤａ、＜１．５ｋＤａ，这个过程分离的硒化物占总硒

含量的９８．７±１．５％。

２．１．２　离子交换色谱
离子交换色谱（Ｉｏｎ　Ｅｘｃｈａｎｇｅ　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈ，

简称ＩＥＣ）是以离子交换剂作为固定相，是基于离子

交换树脂上可电离的离子与流动相中具有相同电荷

的溶质离子进行可逆交换，依据溶质离子与交换剂

具有不同的亲和力而将它们分离。固定相基团带正

电荷的时候，其可交换离子为阴离子，这种离子交换

剂为阴 离 子 交 换 剂；反 之，则 称 为 阳 离 子 交 换 剂。

ＩＥＣ－ＨＰＬＣ主要 用 来 分 离 样 品 中 带 有 电 荷 的 化 合

物，根据各种物质在离子交换柱中的保留时间不同

将它们分开。
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植物中无机 硒Ｓｅ（ＩＶ）和Ｓｅ（ＶＩ）带 有 负 电 荷，

三甲基硒通常以阳离子形式存在，而各种硒代氨基

酸的带电性更多取决于溶液的ｐＨ 值，所以ＩＥＣ经

常应用于以共价键结合的硒氨基酸。离子交换色谱

的分离效果依赖于淋洗液的ｐＨ 值、离 子 强 度 和 离

子交换剂的性质，因此选择合适的淋洗液、适当调节

溶液的ｐＨ值，目标化合物就可 以 在 阴 离 子 交 换 柱

或阳离子交换柱上实现分离。此外淋洗液中如含有

高浓 度 的 盐 类，会 导 致ＩＣＰ 进 样 系 统 的 堵 塞。

Ｓｍｒｋｏｌｊ等［１８］利用离子交换色谱成功分离了富硒南

瓜种子 中 的Ｓｅ（ＩＶ）、Ｓｅ（ＶＩ）、ＳｅＭｅｔ、ＭｅＳｅＣｙｓ和

ＳｅＣｙｓ２；在阴离子交换的过程中使用４０ｍｍｏｌ／Ｌ磷

酸二氢铵作为流动相，同时为了检验结果准确性，在
利用阳离 子 交 换 色 谱 验 证 的 时 候 使 用１０ｍｍｏｌ／Ｌ
吡啶作为流动相。合适的流动相的选择都将可能使

分离效果更佳。

２．１．３　反相离子对色谱
反 相 离 子 对 色 谱 （Ｒｅｖｅｒｓｅｄ　Ｐｈａｓｅ　Ｉｏｎ　Ｐａｉｒ

Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ），把 离 子 对 试 剂 加 入 到 含 水 流 动

相中，被分析的组分离子在流动相中与离子对试剂

的反离子生 成 不 带 电 荷 的 中 性 疏 水 型 离 子 对 化 合

物，从而增加溶质与非极性固定相的作用，使分配系

数增加，改善分离效果。它能同时分离带有电荷和

不带电荷的化合物，且具有非常高的结果重复性和

较短的分离时间。反相离子对色谱法的出现解决了

以往难以分离的混合物的分离问题，诸如酸、碱和离

子、非离子混合物，特别是一些生化试样如核酸、核

苷、生物碱以及药物等分离。

由于硒代氨基酸通常具有较强的亲水性，在一

般的Ｃ８或Ｃ１８反相柱上保留很弱而不能实现有效

分离；而在反相离子对色谱分离模式中，通过加入目

标化合物的对离子，形成离子对而增加目标化合物

在反相柱上的保留从而实现分离。在选择离子对试

剂时应尽量用溶于流动相的去质子的一价反离子，

并对色谱柱和分析物不造成干扰损害。需要注意的

是流动相的ｐＨ值和反离子的浓度会直接影响到峰

型，甚至会出现拖尾和多峰，所以要用缓冲液来进行

适当的调控。ＲＰ－ＩＰ－ＨＰＬＣ的优点在于方法的灵活

性和多样性增加了，可以为一种特定的要求来设计

分离条件。但是由于额外使用有机溶剂和酸会影响

到分析物的形态，离子对试剂更加重了这些问题，因
此在 实 验 的 过 程 中 必 须 考 虑 到 这 些 因 素。Ｉｐｏｌｙｉ
等［１９］在反相离子对色谱中以０．１ｍｏｌ／Ｌ的 醋 酸 铵

缓冲液含体积比为０．５％的甲醇溶液和０．１ｍｏｌ／Ｌ
的ＤＤＡＢ为 流 动 相，成 功 分 离 了 ＳｅＣｙｓ、ＳｅＭｅｔ、

ＳｅＥｔ和Ｓｅ（ＩＶ）。

在 ＨＰＬＣ分离系统中，流动相的正确选择是分

离成功 的 关 键，流 动 相 的ｐＨ、流 速、以 及 梯 度 洗 脱

的选择，都是决定保留时间的因素。在色谱条件的

建立过程中，不同性质的色谱柱的联用使得形态分

析更加准确：首先利用ＳＥＣ分离不同分子量的硒化

物，达到筛 选 小 分 子 硒 化 物 的 作 用，接 着 利 用ＩＥＣ
分离具有不同电性的硒化物，最后分离得到的硒化

物溶液，再次利用ＰＰ－ＩＰ进行极性分离，便可以更加

全面的分析可能存在的未知硒化物；这就是现在国

外比较流行的三维分离系统，同时也可以利用两种

不同的分离系统进行结合，做到二维分离［２０，２１］。需

要指出的是，色谱分离系统稳定的条件式十分的苛

刻，二维或者三维分离系统的建立就更加困难，目前

国内已发表的文献中都是利用单一的分离系统进行

分离检测，而国外利用多维分离系统不但进行了无

标样的硒化物分析，而且还为可能出现的未知硒化

物的定性分析建立了完善的分离纯化条件。

２．２　硒形态的ＩＣＰ－ＭＳ检测

电感耦合等离子体 质 谱（ＩＣＰ－ＭＳ）在 研 究 植 物

硒的各种化学形态时，最大优点是测定的灵敏度高、
选择性好，又具有多元素和同位素的检测能力；虽然

对于硒而 言，由 于 其 第 一 电 离 能 较 高（Ｉ１＝９．７５２
ｅＶ），使得离子化效率相对较低，而且还存在多原子

离子的干 扰（４０　Ａｒ和３６　Ａｒ＋ 对７６　Ｓｅ，４０　Ａｒ和３７　Ａｒ＋ 对
７７Ｓｅ，４０　Ａｒ和３８　Ａｒ＋ 对７８　Ｓｅ等）［１５］。目 前 可 以 克 服

ＩＣＰ－ＭＳ这 种 固 有 不 足，提 高 分 析 结 果 准 确 度 的 方

法之一 是 同 时 测 定 样 品 中 硒 的 其 它 天 然 同 位 素，

如７８Ｓｅ、８２Ｓｅ，避免 与 多 原 子 离 子 的 质 量 数 重 叠。另

一种方法 是 利 用 碰 撞 反 应 池 技 术（Ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ　Ｒｅａｃ－
ｔｉｏｎ　Ｃｅｌｌ，简称ＣＲＣ）除去形成的多原子离子［２２］。

铁梅 等［２３］在 利 用ＩＣＰ－ＭＳ对 样 品 中 硒 含 量 的

测定时，选用８２Ｓｅ（天然丰度为９．２％ ）为检测 质 量

数，但由于其天然丰度较低，相对其它元素响应信号

较小，按通常模式很难达到检测灵敏度的要求。因

此他们采用延长采集时间来改善其计数值以提高检

测灵敏度的 方 法 进 行 痕 量 硒 的 测 定。Ｌａｒｓｅｎ等［２４］

利用 ＨＰＬＣ分离 出 酵 母 和 藻 类 中１２种 硒 化 物，利

用ＩＣＰ－ＣＲＣ－ＭＳ做检测器，由于ＣＲＣ的使用，降低

了氩多 原 子 离 子 的 干 扰，便 可 以 选 择 用 丰 度 最 高

的８０Ｓｅ，研究 结 果 显 示 硒 检 出 限 比 常 规ＩＣＰ－ＭＳ采
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用８２Ｓｅ减低了大约３倍。

ＩＣＰ－ＭＳ能够检测出样品中浓度很低的硒化合

物，与具有高 效 分 离 特 点 的 ＨＰＬＣ联 用，通 过 分 别

测定已知标准物和样品中未知物的保留时间，即可

依靠标准样品进行定性分析，因此首先要进行标准

图谱的建立。目前国外已有２３种硒化合物标准品，

这就为采 用 ＨＰＬＣ－ＩＣＰ－ＭＳ联 用 技 术 对 植 物 中２０
多种硒化 物 进 行 确 认 提 供 了 条 件。Ｋｏｔｒｅｂａｉ等［２５］

利用 ＨＰＬＣ－ＩＣＰ－ＭＳ成功分离２３种 硒 化 物 混 合 标

样并做出了标准谱图，进而分析了多种富硒植物（紫
云英、富硒洋葱和富硒酵母等）和自然植物（普通大

蒜、普通酵母等）中硒的形态和含量；而在利用ＩＣＰ－
ＭＳ进行定量 分 析 的 时 候，首 先 要 用 标 准 储 备 液 建

立标准曲线，再由得到的标准曲线求出待测溶液中

硒的含量。Ｍａｚｅｊ等［２６］通过硒酸钠培养 菊 苣，酶 提

取 液 经 ＨＰＬＣ 分 离 利 用ＩＣＰ－ＭＳ检 测 到 ＳｅＭｅｔ
（４．２％～８．４％）和 ＭｅＳｅＣｙｓ，Ｓｅ检 测 限 为２～１０
ｎｇ／ｇ，结果的相对标准偏差低于１５％。

３　ＨＰＬＣ－ＩＣＰ－ＭＳ在植物有机硒形态

分析中的具体应用

３．１　超富硒植物

超富硒植物就是能够超量吸收积累硒，硒浓度

大于１０００μｇ／ｇ（干重）的植物。紫云英（Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ
ｓｉｎｉｃｕｓ）是豆科黄芪属的植物，在芽和嫩枝中硒的含

量可高达６５００μｇ／ｇ，是 植 株 干 重 的１％。鸡 冠 花

（Ｓｔａｎｌｅｙａｐｉｎｎａｔａ）是鸡冠花属植物，在头状花序和

种 子 中 硒 的 含 量 为 ３１００μｇ／ｇ，是 植 株 干 重 的

０．１％，它们都是世界上著名的超富硒植物［２７］。

Ｆｒｅｅｍａｎ等［２８］利用ＬＣ－ＭＳ以及微Ｘ射线吸收

光谱法发现在超富硒植物紫云英中，硒主要是以有

机硒 的 形 式 富 集 在 幼 叶 的 毛 状 体 中（ＭｅＳｅＣｙｓ，

５３％；γ－ｇｌｕｔａｍｙｌ－ＭｅＳｅＣｙｓ，４７％）；在幼叶中，除了

７０％的 ＭｅＳｅＣｙｓ，其余的３０％为无机硒（Ｓｅ（ＩＶ）和

Ｓｅ（ＶＩ））；利用ＬＣ－ＭＳ在超富硒植物鸡冠花的幼叶

的边缘发 现 ＭｅＳｅＣｙｓ（８８％）和 丙 氨 酸 丁 氨 酸 硒 醚

（ｓｅｌｅｎｏｃｙｓｔａｔｈｉｏｎｉｎｅ，１２％）。微Ｘ射线吸收光谱法

可以对植物组织制成的样品切片进行原位分析，这

从根本上解决了由于提取过程而导致的形态转化和

损失问题；这种方法在形态分析方面虽然能够很好

的区分Ｃ－Ｓｅ－Ｃ和无机硒，但是对于能谱结构极为相

近的小分子硒化物，不能到达良好的分辨效果，所以

还得借用 ＨＰＬＣ的高效分离机理进行再次确定。

Ｋｏｔｒｅｂａｉ等［２５］利 用 ＨＰＬＣ－ＩＣＰ－ＭＳ分 析 了 总

硒含量为５１７μｇ／ｇ的紫云英，发现主要的硒化物是

丙氨酸丁氨酸硒醚（６５％）和 ＭｅＳｅＣｙｓ（１０％），而Ｓｅ
（ＶＩ）、Ｓｅ（ＩＶ）、ＳｅＭｅｔ和γ－ｇｌｕｔａｍｙｌ－ＭｅＳｅＣｙｓ分 别

占总硒 的０．５％、３％、５％和０．５％；这 与Ｆｒｅｅｍａｎ
的研究有一定的差异，可能的原因是由于选取不同

生长期样品的差异。因为Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ［２９］曾 指 出 紫 云

英幼叶积累了大量的 ＭｅＳｅＣｙｓ，然而在成熟的叶子

中主 要 是 Ｓｅ（ＶＩ），而 且 两 者 含 量 相 差１．７％～
２．５％之多。

３．２　富硒葱属植物

葱属植物，能够积累过量硒并且可以把无机硒

转化为对人体营养和健康非常有益的有机硒，使得

它成为人工添加Ｓｅ（ＩＶ）和Ｓｅ（ＶＩ）来达到富硒效果

最常用的植物。大量实验表明：以Ｓｅ（ＶＩ）培养的样

品中，硒主要以Ｓｅ（ＶＩ）无机硒的形式存在；而以Ｓｅ
（ＩＶ）培 养 的 样 品 中，主 要 是 以 ＭｅＳｅＣｙｓ和ＳｅＣｙｓ
等有机硒的形式存在。

Ｗｒｏｂｅｌ等［３０］利用Ｓｅ（ＩＶ）和Ｓｅ（ＶＩ）培养洋葱，

通过ＮａＯＨ溶液提取硒化物，发现以Ｓｅ（ＩＶ）培养

的洋葱叶子和鳞茎中的硒含量分别为３３％和２６％，

而在以Ｓｅ（ＶＩ）培养的分 别 是３％和５％；在 去 除 了

无 机 硒 的 小 分 子 量 硒 化 物 中，通 过ＩＰ（离 子 对）－
ＨＰＬＣ－ＩＣＰ－ＭＳ检测到在洋葱叶子中主要硒化物是

ＭｅＳｅＣｙｓ，以Ｓｅ（ＩＶ）培 养 的 占 总 硒 的４．０％，以Ｓｅ
（ＶＩ）培养为１．９％。这 表 明 洋 葱 吸 收 积 累Ｓｅ（ＩＶ）

的能力要比Ｓｅ（ＶＩ）强，而且能够更加容易地转化为

对人体有益的有机硒。Ｋａｐｏｌｎａ等［３１］利用Ｓｅ（ＩＶ）、

Ｓｅ（ＶＩ）和ＳｅＭｅｔ培养细香葱，使用酶解法和酸解法

两种不同的提 取 方 法；利 用ＳＥＣ分 离 含 硒 蛋 白 质，

ＩＰ－ＲＰ分离含 硒 氨 基 酸。结 果 表 明 以Ｓｅ（ＶＩ）培 养

的样 品 中，硒 主 要 以 无 机 硒 的 形 式 存 在，而 以Ｓｅ
（ＩＶ）和ＳｅＭｅｔ培 养 的 样 品 中，主 要 是 以 ＭｅＳｅＣｙｓ
和ＳｅＣｙｓ的有 机 硒 存 在。值 得 注 意 的 是ＳｅＭｅｔ自

身就 是 有 机 硒，通 过 与Ｓｅ（ＩＶ）的 培 养 结 果 对 比 来

看，并没有实质性的区别；考虑到富硒效果和实验成

本等因素，在实际应用中亚硒酸盐（Ｓｅ（ＩＶ））是进行

硒处理的优先添加剂。

而Ｓｈａｈ等［３２］用体 积 排 阻 色 谱、反 相 离 子 对 色

谱（ＲＰ－ＩＰ）在线与ＩＣＰ－ＭＳ联用分析了富硒洋葱中

的硒形态，其中氢氧化钠提取物经ＳＥＣ－ＩＣＰ－ＭＳ得

到大分子量（＞１２ｋＤａ）和小分子量（０．３６～２ｋＤａ）

的硒化物，同时利用蛋白酶提取与蛋白结合的硒氨
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基酸，以ｐＨ ＝２．５，０．１％（ｖ／ｖ）七氟丁酸、５％甲

醇为流动相经ＲＰ－ＩＰ－ＨＰＬＣ分离，结果发现存在的

硒形 态 有ＳｅＣｙｓ２、ＭｅＳｅＣｙｓ、ＳｅＭｅｔ以 及 无 机 硒 化

合物。在无标准样品的情况下用ＥＳＩ－ＩＴＭＳ测定未

知形 态 的 硒 化 合 物，通 过 ＭＳ获 得 分 子 量，根 据

ＭＳ／ＭＳ得 到 分 子 的 结 构；并 以 方 法 此 证 明 了 洋 葱

中γ－ｇｌｕｔａｍｙｌ－ＭｅＳｅＣｙｓ的存在。

通过对比，可以发现酶解法能够有效地释放可

能束缚在蛋白质结构中的硒氨基酸；提取液经过二

维分离系统的纯化之后，结合电喷雾离子阱二次质

谱（ＥＳＩ－ＩＴＭＳ／ＭＳ）进行检测，可以实现无标样分析

并可能鉴定未知硒化物。

３．３　富硒酵母

富硒酵母 就 是 在 培 养 酵 母 的 过 程 中 加 入 硒 元

素，酵母生长时吸收利用了硒，使硒与酵母体内的蛋

白质和多糖有机结合转化为生物硒，从而消除了化

学硒（如亚硒酸钠）对人体的毒副反应和肠胃刺激，

使硒能够更高效、更安全地被人体吸收利用。富硒

酵母也是迄今为止已经广泛使用的高效、安全、营养

均衡 的 补 硒 制 剂。Ｈｕｅｒｔａ等［３３］采 用ＥＸＣ－ＨＰＬＣ－
ＩＣＰ－ＭＳ分 析 酵 母 中 的 硒 化 合 物，蛋 白 酶 和 脂 肪 酶

水解后的提取物经阴离子交换色谱分离发现酵母中

主要的 硒 形 态 为ＳｅＭｅｔ，占 总 硒 浓 度 的６８％，同 时

也检测到Ｓｅ（ＩＶ）和Ｓｅ（ＶＩ）。蒲云霞等［３４］利用ＲＰ－
ＩＰ－ＩＣＰ－ＭＳ分析两种提取物中的小分子硒化物的种

类，发现ＳｅＭｅ都是主要的含硒化合物；在水溶性的

提取物中ＳｅＭｅｔ占总硒的１．２６％，而在酶解提取物

中却占６５．２６％；说明富硒 酵 母 中ＳｅＭｅｔ是 有 机 硒

的主要成分。

对于样品中已经存在的硒化物进行确认，只是

ＨＰＬＣ－ＩＣＰ－ＭＳ应用的 一 部 分，它 的 更 重 要 的 使 用

是作为未知化合物的发现以及结构鉴定的基础，通

过 ＨＰＬＣ－ＩＣＰ－ＭＳ的分离纯化 作 用，得 到 可 能 的 未

知峰，进而与ＥＳＩ－ＭＳ联用即可以进行结构分析，发
现可能存在的未知硒化物以及含量。

Ｌａｒｓｅｎ等［２４］通过离子交换色谱 ＨＰＬＣ成功分

离了１２种硒 代 氨 基 酸、ＳｅＨ３离 子 以 及 无 机 硒 的 混

合标样，利用ＥＸＣ－ＨＰＬＣ与ＩＣＰ－ＭＳ和ＥＳＩ－ＭＳ联

用发现了酵母中的ＳｅＯＭｅｔ，并利用ＥＳＩ－ＭＳ确定了

它的存在，并指出这可能是由于ＳｅＭｅｔ被氧化的结

果；同时也证明 了 ＭｅＳｅＣｙｓ的 存 在。Ｗｒｏｂｅｌ等［３５］

研究了富硒酵母中低分子量的硒化合物，为了尽可

能的减小硒形态的转化，在预处理过程使新鲜硒酵

母均 一 化 并 进 行 了 蛋 白 质 沉 淀，利 用ＩＰ－ＨＰＬＣ与

紫外检测器（ＵＶ）、ＩＣＰ－ＭＳ联用检测到了硒代胱氨

酸（ＳｅＣｙｓ２）、硒 腺 苷 蛋 氨 酸（ＡｄｏＳｅＭｅｔ）和 硒 腺 苷

半胱氨酸（ＡｄｏＳｅＨｃｙ）等，并且采用ＥＳＩ－ＭＳ进一步

确认了ＡｄｏＳｅＭｅｔ和 ＡｄｏＳｅＨｃｙ的 结 构，这 个 发 现

对进一步深入了解硒在生物甲基化过程中的作用具

有重要意义。

３．４　富硒大米

大米是人 们 的 主 要 膳 食 之 一，含 有 蛋 白 质，脂

肪，维生素Ｂ１、Ａ、Ｅ及多种矿物质。如果能够使大

米富硒，就能够很好的解决补硒问题。富硒大米的

生产有两种方式：一种是在水稻抽穗至灌浆期，通过

叶面喷施硒添加剂到达富硒效果，一般实验室就是

利用这种方法；另外一种就是当地土壤含硒量丰富，

生产出来的水稻自然比较富硒，这也是现在市场上

富硒大米的生产方式。

吴永尧等［３６］以 补 硒 栽 培 的 水 稻 为 材 料 制 备 水

溶性蛋白，用高效液相色谱分离、检出硒代氨基酸，

再用质谱法进一步确认水稻硒蛋白中ＳｅＭｅｔ和Ｓｅ－
Ｃｙｓ２均存在。赵 云 强 等［３７］使 用 毛 细 管 电 泳 电 感 耦

合等 离 子 体 质 谱 法 在１８ｍｉｎ内 有 效 分 离 了 Ｓｅ
（ＶＩ）、Ｓｅ（ＩＶ）、ＳｅＣｙｓ２和ＳｅＭｅｔ的混合标样；利用酶

解法提取大米样品中的硒化物，结果表明富硒大米

只包含 一 种 硒ＳｅＭｅｔ，其Ｓｅ浓 度 范 围 为０．１３６～
０．１４３μｇ／ｇ干重。

３．５　富硒虫草

富硒虫草，是富硒冬虫夏草的简称，因其有机硒

的含量比普通虫草高而得名，由于冬虫夏草本身就

是一种名贵药草，通过富硒可能会使其药用价值得

到提升，但是形态分析也是必不可少的环节。铁梅

等［３８］从富硒培养的虫草中提取可溶性蛋白质，经过

（ＮＨ４）２ＳＯ４分级盐析，采用ＩＣＰ－ＭＳ对不同盐析组

分中蛋白质及硒的分布进行测定，发现富硒蛹虫草

的可溶 性 硒 含 量 占 总 硒 含 量 的６９．３％以 上；采 用

ＳＥＣ－ＨＰＬＣ－ＩＣＰ－ＭＳ联机技术对样品中的硒蛋白进

行分 离 检 测，发 现 其 分 子 量 分 布 在１１４ｋＤａ和１
ｋＤａ之间，且含量各异。而Ｄｏｎｇ等［３９］利用 ＨＰＬＣ－
ＩＣＰ－ＭＳ发 现 富 硒 蛹 虫 草 的 子 实 体 中，主 要 的 低 分

子量可溶性硒化合物为ＳｅＭｅｔ，以及束缚在蛋 白 质

中的硒化合物为ＳｅＭｅｔ和ＳｅＣｙｓ。

４　小　结

　　随着 ＨＰＬＣ－ＩＣＰ－ＭＳ联用 技 术 的 发 展，近 年 来

８７５ 地　球　与　环　境　　 ２０１４年　



硒的形态分析研究已取得了较大的进展。国内由于

起步较晚以及其 它 原 因，在 利 用 ＨＰＣＬ－ＩＣＰ－ＭＳ进

行硒形态分析方面还处于初步阶段，普遍是利用单

一 ＨＰＬＣ分离 系 统 和 以ＩＣＰ－ＭＳ作 为 高 灵 敏 度 检

测器的联用 方 法，对 样 品 结 合 标 样 进 行 检 验 分 析。
国外 则 是 应 用 多 种 分 离 手 段（ＳＥＣ，ＩＥＣ，ＲＰ－ＩＰ－
ＨＰＬＣ）和 平 行 检 测 技 术（ＩＣＰ－ＭＳ，ＩＣＰ－ＴＯＦＭＳ，

ＥＳＩ－ＭＳ），不但在生物 体 中 发 现 了 一 些 新 的 硒 化 合

物，而且对 有 机 硒 的 分 析 种 类 已 从 常 见 的ＳｅＭｅｔ、

ＳｅＣｙｓ、ＭｅＳｅＣｙｓ和γ－ｇｌｕｔａｍｙｌ－ＳｅＭｅＳｅＣｙｓ，深入到

硒 腺 苷 蛋 氨 酸 （ＡｄｏＳｅＭｅｔ）、硒 腺 苷 半 胱 氨 酸

（ＡｄｏＳｅＨｃｙ）和 丙 氨 酸 丁 氨 酸 硒 醚（ｓｅｌｅｎｏｃｙｓｔａｔｈｉ－
ｏｎｉｎｅ）等更为复 杂 的 硒 化 物 研 究，并 进 行 了 无 标 样

的ＥＳＩ－ＩＣＰ－ＭＳ分 析。目 前，植 物 中 有 机 硒 的 研 究

仍是一个热点，尤其是在具有抗癌特性的硒化物的

提取、结构鉴定方面。同时随着市场上越来越多富

硒产品的出现，使得对于这些产品中硒形态分析的

需求也与日 俱 增，因 此 仪 器 标 准 化、检 测 方 法 实 用

化、检测过程简洁化是硒形态分析的一个可能发展

方向。
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