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Ｖｏｌ． ３９， Ｎｏ． ５ Ｍａｙ ２０２０

　 ２０１９ 年 ８ 月 １５ 日收稿（Ｒｅｃｅｉｖｅｄ： Ａｕｇｕｓｔ １５， ２０１９） ．

　 ∗中国地质科学院基本科研业务费项目（ＹＹＷＦ２０１６２０）和中国地质大调查项目（ＤＤ２０１９０５８９）资助．

Ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｆｕｎｄ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｇｅｏｌｏｇｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ （ＹＹＷＦ２０１６２０） ａｎｄ ｔｈｅ Ｇｅｏｌｏｇｉｃａｌ Ｓｕｒｖｅｙ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｃｈｉｎａ

（ＤＤ２０１９０５８９）．

　 ∗∗通讯联系人，Ｔｅｌ：１３８１０７２５２８２， Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｈａｔｔｉｅｌｉｕ＠ １２６．ｃｏｍ

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ， Ｔｅｌ：１３８１０７２５２８２，Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｈａｔｔｉｅｌｉｕ＠ １２６．ｃｏｍ

ＤＯＩ：１０．７５２４ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．０２５４⁃６１０８．２０１９０８１５０４
邵鹏威， 路国慧， 郑宇，等．高效液相色谱⁃电感耦合等离子体质谱测定大米粉中的硒形态［Ｊ］ ．环境化学，２０２０，３９（５）：１４３４⁃１４４１．
ＳＨＡＯ Ｐｅｎｇｗｅｉ， ＬＵ Ｇｕｏｈｕｉ， ＺＨＥＮＧ Ｙｕ， ｅｔ ａｌ． Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｌｅｎｉｕｍ ｓｐｅｃｉｅｓ ｉｎ ｒｉｃｅ ｆｌｏｕｒ ｕｓｉｎｇ ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃
ｉｎｄｕｃｔｉｖｅｌｙ ｃｏｕｐｌｅｄ ｐｌａｓｍａ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ［Ｊ］ ．Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０２０，３９（５）：１４３４⁃１４４１．

高效液相色谱⁃电感耦合等离子体质谱
测定大米粉中的硒形态∗

邵鹏威１，２　 路国慧２　 郑　 宇１，２　 胡俊栋２　 赵全升１　 杨永亮２　 刘　 崴２∗∗

（１． 青岛大学环境科学与工程学院， 青岛， ２６６０７１；　 ２． 国家地质实验测试中心， 北京， １０００３７）

摘　 要　 建立了高效液相色谱⁃电感耦合等离子体质谱联用技术（ＨＰＬＣ⁃ＩＣＰ⁃ＭＳ）测定大米粉中硒代胱氨酸

（ＳｅＣｙｓ２）、甲基⁃硒代半胱氨酸（ＭｅＳｅＣｙｓ）、亚硒酸根（Ｓｅ（Ⅳ））、硒代蛋氨酸（ＳｅＭｅｔ）、硒酸根（Ｓｅ（Ⅵ）） 等 ５ 种

硒形态的分析方法．采用 Ｈａｍｉｌｔｏｎ ＰＲＰ⁃Ｘ１００ 分析柱，以 ｐＨ ４ 和 ｐＨ ６ 的 ２０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１的柠檬酸溶液辅以少量

甲醇为流动相，在梯度洗脱条件下，９ ｍｉｎ 内可实现 ５ 种硒形态完全分离． ＳｅＣｙｓ２、ＭｅＳｅＣｙｓ、Ｓｅ（Ⅳ）、ＳｅＭｅｔ、
Ｓｅ（Ⅵ）的检出限分别为 ０．８８、０．６９、１．００、０．９０、０．８２ μｇ·Ｌ－１ ．利用富硒小麦粉标准物质 ＲＭ８４３６ 探讨了不同提取

方式的提取效果．最终确定 ７５ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ（ｐＨ ７．５）添加 ＸＩＶ 蛋白酶和 Ｄｒｉｓｅｌａｓｅ 酶作为提取剂，在 ３７ ℃
振荡提取 ３ ｈ 为大米样品前处理方法．利用该方法分析了富硒地区大米粉中的硒形态，结果表明，大米粉中的

硒主要以有机硒形态为主，其中 ＳｅＭｅｔ 是最主要的硒形态，占总硒的 ９０％左右．
关键词　 硒， 形态分析， 大米粉， 高效液相色谱⁃电感耦合等离子体质谱．

Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｌｅｎｉｕｍ ｓｐｅｃｉｅｓ ｉｎ ｒｉｃｅ ｆｌｏｕｒ ｕｓｉｎｇ ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ
ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｉｎｄｕｃｔｉｖｅｌｙ ｃｏｕｐｌｅｄ ｐｌａｓｍａ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ

ＳＨＡＯ Ｐｅｎｇｗｅｉ１，２ 　 　 ＬＵ Ｇｕｏｈｕｉ２ 　 　 ＺＨＥＮＧ Ｙｕ１，２ 　 　 ＨＵ Ｊｕｎｄｏｎｇ２ 　 　 ＺＨＡＯ Ｑｕａｎｓｈｅｎｇ１ 　 　
ＹＡＮＧ Ｙｏｎｇｌｉａｎｇ２ 　 　 ＬＩＵ Ｗｅｉ２∗∗

（１． Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ ａｎｄ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ， Ｑｉｎｇｄａｏ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｑｉｎｇｄａｏ， ２６６０７１， Ｃｈｉｎａ；
２． Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｇｅｏ－Ａｎａｌｙｓｉｓ （ＮＲＣＧＡ）， Ｂｅｉｊｉｎｇ， １０００３７， Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ａｎ ａｎａｌｙｔｉｃａｌ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｉｖｅ ｓｅｌｅｎｉｕｍ ｓｐｅｃｉｅｓ ｉｎ ｒｉｃｅ ｆｌｏｕｒ ｓａｍｐｌｅｓ
ｗａｓ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ｕｓｉｎｇ ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｉｎｄｕｃｔｉｖｅｌｙ ｃｏｕｐｌｅｄ
ｐｌａｓｍａ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ （ＨＰＬＣ⁃ＩＣＰ⁃ＭＳ）． Ｓｅｌｅｎｏ⁃Ｃｙｓｔｉｎｅ （ ＳｅＣｙｓ２ ）， （Ｍｅｔｈｙｌ） Ｓｅｌｅｎｏ⁃Ｃｙｓｔｅｉｎｅ
（ＭｅＳｅＣｙｓ）， Ｓｅｌｅｎｉｔｅ （ Ｓｅ （ Ⅳ））， Ｓｅｌｅｎｏａｔｅ （ Ｓｅ（Ⅵ） ） ａｎｄ Ｓｅｌｅｎｏｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ （ ＳｅＭｅｔ ） ｗｅｒｅ
ｃｏｍｐｌｅｔｅｌｙ ｓｅｐａｒａｔｅｄ ｏｎ ａ Ｈａｍｉｌｔｏｎ ＰＲＰ⁃Ｘ１００ ａｎｉｏｎ ｅｘｃｈａｎｇｅ ｃｏｌｕｍｎ ｕｓｉｎｇ ２０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ｃｉｔｒｉｃ
ａｃｉｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ （ ｐＨ ４． ０）， ２０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ｃｉｔｒｉｃ ａｃｉｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ （ ｐＨ ６． ０） ａｎｄ ｍｅｔｈｙｌ ａｌｃｏｈｏｌ ａｓ ｔｈｅ
ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ ｕｎｄｅｒ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｗｉｔｈｉｎ ９ ｍｉｎｕｔｅｓ． Ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔｓ ｏｆ ＳｅＣｙｓ２， ＭｅＳｅＣｙｓ，
Ｓｅ（Ⅳ）， ＳｅＭｅｔ ａｎｄ Ｓｅ（Ⅵ） ｗｅｒｅ ０． ８８， ０． ６９， １． ００， ０． ９０， ０． ８２ μｇ·Ｌ－１， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．
７５ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ （ ｐＨ ７． ５） ｗｉｔｈ ＸＩＶ ｐｒｏｔｅａｓｅ ａｎｄ Ｄｒｉｓｅｌａｓｅ ｗａｓ ｅｖｅｎｔｕａｌｌｙ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ａｓ
ｅｘｔｒａｃｔａｎｔ． Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓａｍｐｌｅ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ｈａｄ ｂｅｅｎ ｃｏｍｐａｒｅｄ ａｎｄ ｏｓｃｉｌｌａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ｗｉｔｈ ３ ｈ
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　 ５ 期 邵鹏威等：高效液相色谱⁃电感耦合等离子体质谱测定大米粉中的硒形态 １４３５　

ａｔ ３７ ℃ ｗａｓ ｃｈｏｓｅｎ ｆｉｎａｌｌｙ． Ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ａｐｐｌｉｅｄ ｔｏ ｍｅａｓｕｒｅ ｓｅｌｅｎｉｕｍ ｓｐｅｃｉｅｓ ｉｎ ｒｉｃｅ ｆｌｏｕｒ
ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ ｓｅｌｅｎｉｕｍ⁃ｅｎｒｉｃｈｅｄ ａｒｅａｓ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ＳｅＭｅｔ ｗａｓ ｔｈｅ ｍａｉｎ ｓｐｅｃｉｅｓ ｉｎ ｒｉｃｅ
ｆｌｏｕｒ， ａｃｃｏｕｎｔｉｎｇ ｆｏｒ ａｂｏｕｔ ９０％ ｏｆ ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｓｅｌｅｎｉｕｍ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： ｓｅｌｅｎｉｕｍ， ｓｐｅｃｉａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ， ｒｉｃｅ ｆｌｏｕｒ， ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃
ｉｎｄｕｃｔｉｖｅｌｙ ｃｏｕｐｌｅｄ ｐｌａｓｍａ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ （ＨＰＬＣ⁃ＩＣＰ⁃ＭＳ）．

硒是与人类和动物健康密切相关的必需微量营养元素［１⁃３］，在体内代谢过程中发挥着重要作用．人
体硒的生理需求量为 ４０ μｇ·ｄ－１ ［４］，而不足的硒摄入量与有害的硒摄入量之间的范围比较狭窄［５］，为
１７—４００ μｇ·ｄ－１ ［４］ ．人体缺硒会引起克山病和大骨节病等疾病，而过量的硒摄入将会造成细胞膜和大分

子氧化等不良反应［６］ ．人体中硒的主要来源是膳食摄入，因此植物在人体硒补充中发挥着重要作用．目
前，对于总硒的研究非常广泛，并且市售的富硒植物及衍生产品（豆、米、面粉等）通常也只标注总硒含

量，但是硒的总量不足以作为判断营养价值和安全性的依据．不同形态硒的生物有效性及对环境影响由

硒的赋存形态和浓度决定［２，７⁃８］ ．过量的无机硒会导致生物体的中毒反应［９］，而有机硒具有较高的生物利

用度［１０］ ．目前硒在食品和膳食补充剂中的重要性越来越大，因此建立一套准确、高效的硒形态分析方法

具有重要意义．
目前在食物中已经被证实的硒化合物有 ２０ 多种，主要为硒酸根（Ｓｅ（Ⅵ））、亚硒酸根（Ｓｅ（Ⅳ））、硒

代胱氨酸（ＳｅＣｙｓ２）、甲基⁃硒代半胱氨酸（ＭｅＳｅＣｙｓ）和硒代蛋氨酸（ＳｅＭｅｔ）等［１１］ ．硒的形态分析可采用多

种分析方法，如液相色谱⁃原子荧光光谱法［１２］，反相离子对色谱⁃电感耦合等离子体质谱法［１３］ 和电化学

法［１４］等．而高效液相色谱⁃电感耦合等离子体质谱法（ＨＰＬＣ⁃ＩＣＰ⁃ＭＳ）因其具有高效的分离能力、较低的

检出限、宽泛的线性范围和良好的分析精密度等优点成为硒形态检测的主流技术［１３，１５⁃１６］ ．
本文采用高效液相色谱⁃电感耦合等离子体质谱联用技术（ＨＰＬＣ⁃ＩＣＰ⁃ＭＳ）建立了大米粉中 ５ 种硒

形态（Ｓｅ（Ⅵ）、Ｓｅ（Ⅳ）、ＳｅＣｙｓ２、ＭｅＳｅＣｙｓ、ＳｅＭｅｔ）的高效分离测定方法，并对色谱分离条件及样品前处理

条件进行优化，确定了最佳实验方案．利用建立的方法对恩施富硒地区大米粉硒赋存状态进行了分析研

究，发现其硒主要以有机硒形态存在，并且 ９０％的硒形态为 ＳｅＭｅｔ．

１　 实验部分（Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｓｅｃｔｉｏｎ）

１．１　 仪器与试剂

１１００ 型高效液相色谱仪（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司）；７５００ａ 型电感耦合等离子体质谱仪（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公
司）；３Ｋ１５ 型高速离心机（德国 Ｓｉｇｍａ 公司）；Ｅｃｏｔｒｏｎ 台式振荡培养箱（瑞士 Ｉｎｆｏｒｓ 公司）．

硒代胱氨酸溶液（ ＳｅＣｙｓ２， ＧＢＷ１００８７， ４４． ２ ± １． ０ μｇ·ｇ－１， 以 Ｓｅ 计）、甲基⁃硒代半胱氨酸溶液

（ＭｅＳｅＣｙｓ， ＧＢＷ１００８８， ３４． ８ ± １． ０ μｇ·ｇ－１， 以 Ｓｅ 计）、亚硒酸根溶液 （ Ｓｅ （Ⅳ）， ＧＢＷ１００３２， ４２． ９ ±
０．９ μｇ·ｇ－１， 以 Ｓｅ 计）、硒酸根溶液（Ｓｅ（Ⅵ）， ＧＢＷ１００３３， ４１．５±１．３ μｇ·ｇ－１， 以 Ｓｅ 计）、硒代蛋氨酸

（ＳｅＭｅｔ， ＧＢＷ１００３４， ３９．４±１．０ μｇ·ｇ－１， 以 Ｓｅ 计）（中国计量科学研究院）；胃蛋白酶、胰酶（优级纯，北京

鸿润宝顺科技有限公司）； ＸＩＶ 蛋白酶、Ｄｒｉｓｅｌａｓｅ 酶（优级纯，德国 ｓｉｇｍａ 公司）；Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ Ｍａｔｅｒｉａｌ ８４３６
（ＲＭ８４３６， Ｄｕｒｕｍ Ｗｈｅａｔ Ｆｌｏｕｒ， 美国国家标准与技术研究院）； 柠檬酸（纯度 ９９．９９５％，上海 ａｌａｄｄｉｎ 公

司）；Ｔｒｉｓ⁃Ｂａｓｅ（纯度 ９９．９％，广州赛国生物科技有限公司）；氨水（ＨＰＬＣ 级，德国 Ｍｅｒｃｋ 公司）；盐酸、硝
酸（优级纯，德国 Ｆｉｓｃｈｅｒ 公司）；实验用水为 Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ 水（≥ １８．２５ ＭΩ·ｃｍ）．
１．２　 仪器工作参数

采用调谐溶液将 ＩＣＰ⁃ＭＳ 进行优化，具体仪器工作参数见表 １ 所示．选用 Ｈａｍｉｌｔｏｎ ＰＲＰ⁃Ｘ１００ 色谱分

离柱进行 ５ 种硒形态的分离，分离条件见表 １．
１．３　 样品预处理

用去离子水对所采集水稻穗进行清洗，除去表面灰尘后用滤纸擦干表面水分．将水稻穗样品在室温

下自然阴干．将阴干后的水稻穗进行脱粒处理，得到水稻籽粒．用碎样机将水稻籽粒粉碎研磨成大米粉

后放入样品袋中备用．
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表 １　 ＨＰＬＣ⁃ＩＣＰ⁃ＭＳ 工作条件参数

Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔａｌ ｏｐｅｒａｔｉｎｇ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ＨＰＬＣ⁃ＩＣＰ⁃ＭＳ
仪器
Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ

参数名称
Ｎａｍｅ

参数
Ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ

色谱柱 Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｃｏｌｕｍｎ Ｈａｍｉｌｔｏｎ ＰＲＰ⁃Ｘ１００ （２５０ ｍｍ × ４．１ ｍｍ， １０ μｍ）

流动相 Ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ
Ａ： ２０ ｍｍｏｌ·Ｌ －１ 柠檬酸 Ｃｉｔｒｉｃ ａｃｉｄ （ｐＨ ４）
Ｂ： ２０ ｍｍｏｌ·Ｌ －１ 柠檬酸 Ｃｉｔｒｉｃ ａｃｉｄ （ｐＨ ６）
Ｃ： 甲醇 Ｍｅｔｈａｎｏｌ

ＨＰＬＣ 洗脱梯度 Ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｅ Ｔｉｍｅ ／ ｍｉｎ Ａ Ｂ Ｃ
０—２．５ ９９％ ０ １％
２．５—３．５ ９９％→０ ０→９８％ １％→２％
３．５—６ ０ ９８％ ２％
６—７ ０→９９％ ９８％→０ ０
７—９ ９９％ ２％→１％ １％

流速 Ｆｌｏｗ ｒａｔｅ １ ｍＬ·ｍｉｎ－１

进样体积 Ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｖｏｌｕｍｅ ５０ μＬ
射频功率 ＲＦ ｐｏｗｅｒ １４８０ Ｗ
射频电压 ＲＦ ｖｏｌｔａｇｅ １．５６ Ｖ
采样深度 Ｓａｍｐｌｉｎｇ ｄｅｐｔｈ ６．５ ｍｍ

ＩＣＰ⁃ＭＳ 载气流速 Ｃａｒｒｉｅｒ ｇａｓ ｆｌｏｗ １．１０ Ｌ·ｍｉｎ－１

雾化器 Ｎｅｂｕｌｉｚｅｒ Ｂａｂｉｎｔｏｎ
采集模式 Ａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎ ｍｏｄｅ 时间分辨 Ｔｉｍｅ ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ
检测元素 Ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔ ７７Ｓｅ，７８Ｓｅ，８２Ｓｅ

１．４　 总硒提取方法

准确称取 ０．２０００ ｇ 样品于聚四氟乙烯内胆中，加入 ３ ｍＬ 浓硝酸预消解过夜．次日将其置于 ８０—
１３０ ℃电热板逐渐升温加热，直至近干状，加入 １．５—２．０ ｍＬ 浓硝酸，盖上盖，装入密封消解罐中，将溶样

器放入烘箱中于 １６０ ℃条件下加热 １０ ｈ．待消解罐彻底冷却后取出内胆于 １３０ ℃电热板赶酸至近干，加
入硝酸（１∶１）４ ｍＬ 后盖上盖，置于 １１０ ℃电热板加热约 ４０ ｍｉｎ．冷却后用水定容至 ４０ ｍＬ．摇匀过滤后上

机测定．
标准曲线由 ６ 个不同浓度的标准溶液来确定，浓度梯度为 １、５、１０、２０、５０、１００ μｇ·Ｌ－１ ．线性拟合度系

数 Ｒ２为 ０．９９９８．选取小麦粉标准物质 ＲＭ８４３６ 和蒜粉标准物质 ＧＳＢ⁃１３ 为质控样品，测定结果如表 ２ 所

示．从表 ２ 可以看出，该方法所测得的硒含量值分别与 ＲＭ８４３６ 标准物质和 ＧＳＢ⁃１３ 标准物质的硒含量

推荐值一致，并在允许的误差范围之内，因此该方法可满足本研究中大米粉总硒含量的测定要求．

表 ２　 ＲＭ８４３６ 硬质小麦粉标准物质和 ＧＳＢ⁃１３ 蒜粉标准物质的测定结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｅｌｅｎｉｕｍ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ＲＭ８４３６ ａｎｄ ＧＳＢ⁃１３
标准物质 参考值 测定值

Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｍａｔｅｒｉａｌ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｖａｌｕｅ ／ （μｇ·ｇ－１） Ｍｅａｓｕｒｅｄ ｖａｌｕｅ ／ （μｇ·ｇ－１）
ＲＭ８４３６ １．２３±０．０９ １．１８±０．０５

ＧＳＢ⁃１３ ０．３９±０．０７ ０．３５±０．０２

１．５　 硒形态提取方法

准确称取 ０．２０００ ｇ 样品粉末于 １５ ｍＬ 离心管中，加入 ３ ｍＬ ７５ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ 提取液（ｐＨ ７．５，含
２０ ｍｇ ＸＩＶ 蛋白酶和 １０ ｍｇ Ｄｒｉｓｅｌａｓｅ 酶），于台式振荡培养箱中 ３７ ℃恒温振荡 ３ ｈ，随后在 ５０００ ｒ·ｍｉｎ－１转

速下离心 １０ ｍｉｎ，取上清液过 ０．２２ μｍ 水系滤膜后待测，每个样品同时做两次平行，同时做空白实验．

２　 结果与讨论 （Ｒｅｓｕｌｔｓ ａｎｄ ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ）

２．１　 流动相组成的选择

　 　 在硒形态的分析中，不同的流动相对硒形态的分离影响非常大，柠檬酸溶液和磷酸盐等溶液是目前
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常用的流动相种类［１７⁃１８］ ．改性剂的种类对分离效果也有显著影响，三氟乙酸［１９］ 和七氟丁酸［２０］ 等全氟羧

酸，烷基磺酸钠［２１］等离子对试剂常用作为流动相成分以改善分离效果．林立等［２２］ 采用柠檬酸⁃乙酸铵，
并加入 ＴＦＡ 离子对作为稳定剂的流动相体系，实现了 ４ 种硒形态良好分离．考虑到应尽量采用简单和无

毒试剂作为流动相，并结合各种硒形态在水溶液中的离子化状态，本实验考察了磷酸二氢钠和柠檬酸两

种溶液作为流动相进行硒形态分离的分离效果．实验发现使用 ２０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１磷酸二氢钠溶液作为流动

相，在 ｐＨ ７ 时 ５ 种硒形态基本可完全分离，但Ｓｅ（Ⅵ）出峰时间在 ２５ ｍｉｎ 左右，保留时间过长且各硒形

态的响应值较低．而使用 ２０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１柠檬酸溶液作为流动相，在 ｐＨ ４ 时所有峰的出峰时间均提前，５ 种

硒形态 １１ ｍｉｎ 内即可完全分离，且响应值大大改善．因此，本实验选择柠檬酸溶液作为流动相，以实现更

短的分析时间并获取更好的峰形．
２．２　 流动相 ｐＨ 的选择

由于不同的硒形态在不同 ｐＨ 条件下会以阴阳离子或两性离子形式存在［２３］，其电离平衡依赖于 ｐＨ
的变化，因此流动相 ｐＨ 的改变对硒形态的分离效果和保留时间有很大影响．本实验考察了 ｐＨ 值在 ４—
６．５ 范围内 ５ 种硒形态的分离和保留效果．以 ２０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１柠檬酸为流动相，氨水调节 ｐＨ ４、 ４．５、５、５．５、
６、６．５．实验结果发现，在 ｐＨ ４—６ 范围内Ｓｅ（Ⅵ）的保留时间随着 ｐＨ 值增大逐渐缩短，这与目前一些已

报道的研究结果［１６⁃１７］一致，如图 １ 所示．当 ｐＨ ４ 时，５ 种硒形态可以在 １１ ｍｉｎ 内完全分离，而 ｐＨ ４．５—
６．５时，Ｓｅ（Ⅳ）与 ＭｅＳｅＣｙｓ 无法实现基线分离．根据各硒形态的保留时间随 ｐＨ 变化的规律，先以 ｐＨ ４ 的

柠檬酸溶液作为流动相洗脱液，保证 ＭｅＳｅＣｙｓ 与 Ｓｅ（Ⅳ）的分离，继而以 ｐＨ ６ 的柠檬酸溶液作为流动相

洗脱液，缩短Ｓｅ（Ⅵ）的保留时间．在流动相中加入 １％的甲醇后，５ 种硒形态的响应值有所提高，并且可

以缩短Ｓｅ（Ⅵ）的洗脱时间．调整后半段甲醇加入量进一步优化 ＳｅＭｅｔ 与Ｓｅ（Ⅵ）的响应值和峰形．最终选

用 ｐＨ ４ 柠檬酸（１％甲醇）与 ｐＨ ６ 柠檬酸（２％甲醇）作为流动相进行梯度洗脱，５ 种硒形态在 ９ ｍｉｎ 内完

全分离，如图 ２ 所示．

图 １　 流动相不同 ｐＨ 值对 ５ 种硒形态保留时间的影响

Ｆｉｇ．１　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐＨ ｏｆ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｆｏｒ ５ ｓｅｌｅｎｉｕｍ ｓｐｅｃｉｅｓ

图 ２　 梯度洗脱条件下 ５ 种硒形态的色谱图

１． １０３ μｇ·Ｌ－１ ＳｅＣｙｓ２， ２． １１４ μｇ·Ｌ－１ ＭｅＳｅＣｙｓ， ３． １１５ μｇ·Ｌ－１ Ｓｅ（Ⅳ）， ４． ９７．８ μｇ·Ｌ－１ＳｅＭｅｔ， ５． １００ μｇ·Ｌ－１Ｓｅ（Ⅵ）

Ｆｉｇ．２　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ５ ｓｅｌｅｎｉｕｍ ｓｐｅｃｉｅｓ ｕｎｄｅｒ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ
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２．３　 方法检出限、线性关系及重复性

配制不同浓度水平的 ５ 种硒形态系列混合标准溶液，按已确定的仪器条件上机测定．以不同浓度硒

形态峰面积为纵坐标，硒形态浓度为横坐标进行线性回归分析，结果显示 ５ 种硒形态的峰面积与浓度呈

良好的线性关系．硒各形态的工作曲线线性系数 Ｒ２均大于 ０．９９９．５ 种硒形态中 ＳｅＣｙｓ２与 ＳｅＭｅｔ 的线性范

围为 ５—２００ μｇ·Ｌ－１， ＭｅＳｅＣｙｓ、Ｓｅ（Ⅳ）与Ｓｅ（Ⅵ）的线性范围为 ２—２００ μｇ·Ｌ－１ ．对 ５ 种形态硒的混合标准

溶液进行逐级稀释并上机测定，以 ３ 倍信噪比计算出方法检出限，ＳｅＣｙｓ２、 ＭｅＳｅＣｙｓ、Ｓｅ（Ⅳ）、ＳｅＭｅｔ 和
Ｓｅ（Ⅵ）的检出限分别为 ０．８８、０．６９、０．８５、１．００、０．８２ μｇ·Ｌ－１ ．对 ＳｅＣｙｓ２、ＭｅＳｅＣｙｓ、Ｓｅ（Ⅳ）、ＳｅＭｅｔ 和Ｓｅ（Ⅵ）
浓度分别为 １０３、１１４、１１５、９７．８、１００ μｇ·Ｌ－１的混合标准溶液重复测定 ７ 次，其 ＲＳＤ 均小于 ５％．
２．４　 大米粉样品前处理方法的优化

提取大米粉中的硒形态，需要破坏蛋白质的肽键，使硒代氨基酸或其衍生物处于游离态，并保证化

合物的完整性，因此提取效果的关键在于提取方法的选择［２４］ ．目前硒形态分析主要的前处理方法有水

和稀酸等不同溶剂的浸提方法［２５］、酶水解方法［２６］等．本研究考察了水、０．１ ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸和酶解方法对小

麦粉 ＲＭ８４３６ 中硒形态的提取效果．
结果表明，分别以水和 ０．１ ｍｏｌ·Ｌ－１ ＨＣｌ 为提取剂辅以振荡或超声提取方法对 ＲＭ８４３６ 进行硒形态

提取，均未提取到硒形态，硒提取率为零．酶解提取法不仅作用条件温和，而且被认为是效率高、提取效

果好、不易发生形态转化的提取方法．常用的酶主要有 ＸＩＶ 蛋白酶、胰蛋白酶和胃蛋白酶等．本实验采用

胰酶和胃蛋白酶的水溶液作为提取剂均无法将 ＲＭ８４３６ 标准物质中的硒形态提取出来．采用 ＸＩＶ 蛋白

酶的水溶液做为提取剂辅以振荡提取方法对 ＲＭ８４３６ 进行硒形态提取，主要提取出 ＳｅＭｅｔ，提取出的硒

形态含量占总硒量的 ５５％．Ｔｒｉｓ 缓冲液作为一种核酸和蛋白质的溶剂，以盐酸调节到适宜的 ｐＨ 制成的

Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ 缓冲溶液被用作硒形态的提取剂具有较好的效果．实验过程中发现，以含有胰酶的 ７５ ｍｍｏｌ·Ｌ－１

Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ（ｐＨ ７．５）溶液作为提取剂，对 ＲＭ８４３６ 标准物质进行硒形态提取，硒形态的提取率为 ８０％，而以

含有 ＸＩＶ 蛋白酶的 ７５ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ（ｐＨ ７．５）溶液作为提取剂时，硒形态的提取率达到 ９０％以上．加
标回收实验中 ５ 种硒形态均可以保持稳定．此外，实验还发现少量 Ｄｒｉｓｅｌａｓｅ 酶的加入可以提高 ＸＩＶ 蛋白

酶对硒形态的提取效率和稳定性．因此最终选取含有 ＸＩＶ 蛋白酶与 Ｄｒｉｓｅｌａｓｅ 酶的 ７５ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ
（ｐＨ ７．５）溶液作为硒形态的提取剂．
２．５　 酶加入量的优化

分别实验了 ３ ｍＬ ７５ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ（ｐＨ ７．５）溶液中含 １０、１５、２０、３０、４０ ｍｇ ＸＩＶ 蛋白酶的提取液

在 ３７ ℃振荡条件下对 ＲＭ８４３６ 标准物质中硒形态的提取效果．实验结果显示，不同酶含量提取液提取

到 ＲＭ８４３６ 标准物质中的硒形态主要为 ＳｅＭｅｔ，其对应含量分别为 ０．６２、０．７３、１．０８、１．０９、１．０９ μｇ·ｇ－１ ．因
此，当 ＸＩＶ 蛋白酶加入量为 ２０ ｍｇ 后，ＳｅＭｅｔ 的提取量不再随 ＸＩＶ 蛋白酶加入量的增大而增大，此时

ＲＭ８４３６ 标准物质中硒形态的提取率为 ９２％．在该实验基础上，又实验了提取液中同时添加 １０ ｍｇ
Ｄｒｉｓｅｌａｓｅ 酶对 ＲＭ８４３６ 小麦粉标准物质中硒形态的提取效果．实验结果显示，当提取液中加入 １０ ｍｇ
Ｄｒｉｓｅｌａｓｅ 酶后，ＲＭ８４３６ 标准物质中的硒形态提取率可达到 ９７％且 ５ 次不同批次实验测定结果的 ＲＳＤ ＜
５％．因此，本实验最终选择 ３ ｍＬ ７５ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ（ｐＨ ７．５）中含 ２０ ｍｇ ＸＩＶ 蛋白酶和 １０ ｍｇ Ｄｒｉｓｅｌａｓｅ
酶的溶液作为提取剂．
２．６　 提取时间的优化

选取 ＸＩＶ 蛋白酶与 Ｄｒｉｓｅｌａｓｅ 酶的最适水解温度（３７ ℃）作为大米粉硒形态的提取温度，ＲＭ８４３６ 小

麦粉标准物质为实验样品，分别考察了 ３７ ℃条件下，振荡提取 １、２、３、５、７、９、１１、１３ ｈ 时的提取效果．不
同提取时间条件下均只检测到 ＳｅＭｅｔ，其含量分别为 ０．９５、１．００、１．２０、１．２０、１．２０、１．２０、１．２１、１．２０ μｇ·ｇ－１ ．
从实验结果可知，振荡提取 ３ ｈ 后，提取效率基本达到稳定．考虑到提取效率与硒形态稳定性，最终实验

选择 ３ ｈ 为提取时间．
２．７　 加标回收实验

为了验证方法的可靠性和可重复性，分别进行了流程空白和 ＲＭ８４３６ 小麦粉标准物质的加标回收

实验，向流程空白和小麦粉标准物质样品中加入 ＳｅＣｙｓ２、ＭｅＳｅＣｙｓ、Ｓｅ（Ⅳ）、ＳｅＭｅｔ、Ｓｅ（Ⅵ）混合标准溶

液，按确定的方法进行样品前处理后上 ＨＰＬＣ⁃ＩＣＰ⁃ＭＳ 进行定量分析．空白加标实验重复 ５ 次，小麦粉标
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　 ５ 期 邵鹏威等：高效液相色谱⁃电感耦合等离子体质谱测定大米粉中的硒形态 １４３９　

准物质加标实验重复 ３ 次．结果如表 ３ 所示．结果表明空白加标回收实验和小麦粉标准物质加标回收实

验中 ＭｅＳｅＣｙｓ、Ｓｅ（Ⅵ）、ＳｅＭｅｔ、Ｓｅ（Ⅳ）的加标回收率均在 ９６．９％—１０７％之间，ＲＳＤ 均小于 ５％，但是小麦

粉标准物质加标回收实验中 ＳｅＣｙｓ２加标回收率明显降低，而其他硒形态的加标回收率并没有增加，色谱

图如图 ３ 所示，说明 ＳｅＣｙｓ２可能转化为除 ＭｅＳｅＣｙｓ、Ｓｅ（Ⅳ）、ＳｅＭｅｔ、 Ｓｅ（Ⅵ）以外的其他硒形态而未能检

测到，此外还可能与 ＳｅＣｙｓ２易与小麦粉中的蛋白质吸附共沉淀有关，另外 ＳｅＣｙｓ２中 Ｓｅ—Ｓｅ 键极不稳定

也是其回收率低的原因［２２］ ．经文献调研大米粉中硒主要以 ＳｅＭｅｔ 形态存在，ＳｅＣｙｓ２在本分析过程中形态

不稳定并不影响本研究工作的分析测定要求，因此，该方法可满足本研究大米粉硒形态的分析测试

要求．

表 ３　 流程空白和小麦粉标准物质 ＲＭ８４３６ 中 ５ 种硒形态加标回收率

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ｓｅｌｅｎｉｕｍ ｓｐｅｃｉａｔｉｏｎ ｉｎ Ｂｌａｎｋ ａｎｄ ＲＭ８４３６
ＳｅＣｙｓ２ ＭｅＳｅＣｙｓ Ｓｅ（Ⅳ） ＳｅＭｅｔ Ｓｅ（Ⅵ）

空白 Ｂｌａｎｋ ／ （μｇ·Ｌ－１） ＜ＭＤＬ ＜ＭＤＬ ＜ＭＤＬ ＜ＭＤＬ ＜ＭＤＬ

添加浓度 Ａｄｄｅｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ／ （μｇ·Ｌ－１） １０３ １１４ １１５ ９７．８ １００

测定浓度 Ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ／ （μｇ·Ｌ－１） １０２±１．０６ １１８±０．９８ １１２±１．３０ ９７．８±１．１７ ９７．２±２．７８

回收率 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／ ％ ９８．９ １０４ ９７．９ ９９．９ ９７．１

ＲＭ８４３６ ／ （μｇ·ｇ－１） ＜ＭＤＬ ＜ＭＤＬ ＜ＭＤＬ １．１８±０．０５ ＜ＭＤＬ

添加浓度 Ａｄｄｅｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ／ （μｇ·ｇ－１） ０．１０３ ０．１１４ ０．１１５ ０．０９８ ０．１００

测定浓度 Ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ／ （μｇ·ｇ－１） ０．０１８±０．００１ ０．１２２±０．００５ ０．１１２±０．００２ １．２７５±０．００３ ０．０９７±０．００１

回收率 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／ ％ １７．５ １０７ ９７．４ ９６．９ ９７．０

　 　 注：ＭＤＬ 为方法检出限．Ｎｏｔｅ： ＭＤＬ ｉｓ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔ．

２．８　 恩施富硒地区大米粉样品中总硒与硒形态分析

将湖北恩施富硒地区所采集的 １０ 件水稻穗样品经样品前处理研磨成大米粉样品，利用建立的方法

对其中的硒含量及赋存状态进行了分析研究，实验结果如表 ４ 所示，其中样品 Ｓ⁃９Ｅ 的色谱图如图 ３．所
采集的大米粉样品中总硒浓度含量为 ０．０９—１．８４ μｇ·ｇ－１，所有大米样粉品中只检出 ＳｅＭｅｔ 一种硒形态，
未检出无机硒形态，提取率在 ８２． ６％—１０６％ 之间，与已有报道［１２， ２７］ 相符． 根据我国颁布的 ＧＢ ／ Ｔ
２２４９９—２００８《富硒稻谷》标准中的规定富硒大米的硒含量值为 ０．０４—０．３０ μｇ·ｇ－１及 ＧＢ ２７６２—２０１２《食
品中污染物限量》中取消了硒的限量指标，所采集的大米粉均属于富硒大米，８０％大米粉中的硒含量超

过 ０．３０ μｇ·ｇ－１，因此当地居民需根据人体每日硒需求量合理食用富硒产品，若长期食用此富硒地区大米

其所带来的健康风险仍不可忽视．

表 ４　 大米粉实际样品分析结果

Ｔａｂｌｅ ４　 Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｉｃｅ ｓａｍｐｌｅｓ

编号
Ｌａｂｅｌ

ＳｅＣｙｓ２ ／
（μｇ·ｇ－１）

ＭｅＳｅＣｙｓ ／
（μｇ·ｇ－１）

Ｓｅ（Ⅳ） ／
（μｇ·ｇ－１）

ＳｅＭｅｔ ／
（μｇ·ｇ－１）

Ｓｅ（Ⅵ） ／
（μｇ·ｇ－１）

总硒（ＩＣＰ⁃ＭＳ）
Ｔｏｔａｌ ｓｅｌｅｎｉｕｍ ／

（μｇ·ｇ－１）

提取率
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／ ％

Ｓ⁃１Ｅ ＜ＭＤＬ ＜ＭＤＬ ＜ＭＤＬ ０．５４ ＜ＭＤＬ ０．６２ ８７．７

Ｓ⁃２Ｅ ＜ＭＤＬ ＜ＭＤＬ ＜ＭＤＬ ０．０８ ＜ＭＤＬ ０．０９ ８６．０

Ｓ⁃３Ｅ ＜ＭＤＬ ＜ＭＤＬ ＜ＭＤＬ ０．３５ ＜ＭＤＬ ０．３９ ８８．８

Ｓ⁃４Ｅ ＜ＭＤＬ ＜ＭＤＬ ＜ＭＤＬ ０．１３ ＜ＭＤＬ ０．１２ １０６

Ｓ⁃５Ｅ ＜ＭＤＬ ＜ＭＤＬ ＜ＭＤＬ １．５４ ＜ＭＤＬ １．８４ ８３．７

Ｓ⁃６Ｅ ＜ＭＤＬ ＜ＭＤＬ ＜ＭＤＬ １．２８ ＜ＭＤＬ １．５５ ８２．６

Ｓ⁃７Ｅ ＜ＭＤＬ ＜ＭＤＬ ＜ＭＤＬ ０．３９ ＜ＭＤＬ ０．４１ ９５．８

Ｓ⁃８Ｅ ＜ＭＤＬ ＜ＭＤＬ ＜ＭＤＬ ０．５９ ＜ＭＤＬ ０．５６ １０６

Ｓ⁃９Ｅ ＜ＭＤＬ ＜ＭＤＬ ＜ＭＤＬ ０．２９ ＜ＭＤＬ ０．３３ ８６．４

Ｓ⁃１０Ｅ ＜ＭＤＬ ＜ＭＤＬ ＜ＭＤＬ ０．８９ ＜ＭＤＬ ０．９３ ９６．２

　 　 注：ＭＤＬ 为方法检出限．Ｎｏｔｅ： ＭＤＬ ｉｓ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔ．
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图 ３　 ＲＭ８４３６、ＲＭ８４３６ 加标及某一实际样品的硒形态色谱图

ａ． ＲＭ８４３６ 加标（１０３ μｇ·Ｌ－１ ＳｅＣｙｓ２， １１４ μｇ·Ｌ－１ ＭｅＳｅＣｙｓ， １１５ μｇ·Ｌ－１ Ｓｅ（Ⅳ）， ９７．８ μｇ·Ｌ－１ＳｅＭｅｔ， １００ μｇ·Ｌ－１Ｓｅ（Ⅵ）），

ｂ． Ｓ⁃９Ｅ， ｃ． ＲＭ８４３６

Ｆｉｇ．３　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ＲＭ８４３６， ｓｐｉｋｅｄ ＲＭ８４３６ ａｎｄ ａ ｒｉｃｅ ｓａｍｐｌｅ ｂｙ ＨＰＬＣ⁃ＩＣＰ⁃ＭＳ
（ａ． ｓｐｉｋｅｄ ＲＭ８４３６， ｂ． Ｓ⁃９Ｅ， ｃ． ＲＭ８４３６）

３　 结论（Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ） 　

本研究建立了 ＨＰＬＣ⁃ＩＣＰ⁃ＭＳ 测定大米粉中硒代胱氨酸 （ＳｅＣｙｓ２）、甲基⁃硒代半胱氨酸（ＭｅＳｅＣｙｓ）、
亚硒酸根（Ｓｅ（Ⅳ））、硒代蛋氨酸（ＳｅＭｅｔ）、硒酸根（Ｓｅ（Ⅵ）５ 种硒形态的分析方法．确定了 ７５ ｍｍｏｌ·Ｌ－１

Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ（ｐＨ ７．５）添加 ＸＩＶ 蛋白酶和 Ｄｒｉｓｅｌａｓｅ 酶作为提取剂进行大米粉硒形态分析样品前处理的条件，
利用该方法对恩施富硒地区所采集的大米粉样品中的硒含量及形态进行了分析研究．发现该地区大米

粉均属于富硒大米粉，大米粉中的硒主要以 ＳｅＭｅｔ 形态存在，未检出无机硒形态．根据我国人体推荐的

每日硒摄入量及不足硒摄入量与有害硒摄入量范围，长期食用该富硒大米粉对人体健康会存在一定的

风险，因此需合理食用富硒产品．
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［ ６ ］ 　 ＭＩＳＲＡ Ｓ， ＢＯＹＬＡＮ Ｍ， ＳＥＬＶＡＭ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｄｏｘ⁃ａｃｔｉｖｅ ｓｅｌｅｎｉｕｍ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ⁃⁃ｆｒｏｍ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ ｔｏ ｃａｎｃｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ［ Ｊ］ ．

Ｎｕｔｒｉｅｎｔｓ， ２０１５， ７（５）： ３５３６⁃３５５６．
［ ７ ］ 　 ＨＡＷＲＹＬＡＫ⁃ＮＯＷＡＫ Ｂ， ＭＡＴＲＡＳＺＥＫ Ｒ， ＰＯＧＯＲＺＥＬＥＣ Ｍ． Ｔｈｅ ｄｕａｌ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｗｏ ｉｎｏｒｇａｎｉｃ ｓｅｌｅｎｉｕｍ ｆｏｒｍｓ ｏｎ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ， ｓｅｌｅｃｔｅｄ

ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ａｎｄ ｍａｃｒｏｎｕｔｒｉｅｎｔｓ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｃｕｃｕｍｂｅｒ ｐｌａｎｔｓ［Ｊ］ ． Ａｃｔａ Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｐｌａｎｔ， ２０１５， ３７（２）： ４１⁃５４．
［ ８ ］ 　 ＹＩＮ Ｈ， ＱＩ Ｚ， ＬＩ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｓｅｌｅｎｉｕｍ ｆｏｒｍｓ ａｎｄ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｆ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｍｏｄｕｌａｔｅ ｐｌａｎｔ ｇｒｏｗｔｈ， ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ， ｓｔｒｅｓｓ

ｔｏｌｅｒａｎｃｅ， ｓｅｌｅｎｉｕｍ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｎｄ ｓｐｅｃｉａｔｉｏｎ ｉｎ Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｌ［Ｊ］ ． Ｅｃｏｔｏｘｉｃｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｓａｆｅｔｙ， ２０１９， １６９： ９１１⁃９１７．
［ ９ ］ 　 邵秀清，秦文友，张梦，等． 高效液相色谱串联质谱法检测蚯蚓体内硒代氨基酸［Ｊ］ ． 环境化学，２０１９，３８（５）：１０５７⁃１０６４．

ＳＨＡＯ Ｘ Ｑ， ＱＩＮ Ｗ Ｙ， ＺＨＡＮＧ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｌｅｎｏ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｉｎ ｅａｒｔｈｗｏｒｍｓ ｂｙ ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃
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　 ５ 期 邵鹏威等：高效液相色谱⁃电感耦合等离子体质谱测定大米粉中的硒形态 １４４１　

ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｒａｙ ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ⁃ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ［Ｊ］ ． Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ， ２０１９， ３８（５）： １０５７⁃１０６４ （ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ） ．
［１０］ 　 ＺＨＯＵ Ｆ， ＤＩＮＨ Ｑ Ｔ， ＹＡＮＧ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｆ ｓｐｅｃｉａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｂｉｏａｃｃｅｓｓｉｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｓｅｌｅｎｉｕｍ ｉｎ Ｓｅ⁃ｅｎｒｉｃｈｅｄ Ｐｌｅｕｒｏｔｕｓ ｏｓｔｒｅａｔｕｓ

ａｎｄ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｈｅａｌｔｈ ｒｉｓｋｓ［Ｊ］ ． Ｅｃｏｔｏｘｉｃｏｌ Ｅｎｖｉｒｏｎ Ｓａｆ， ２０１９， １８５： １０９６７５⁃１０９６８４．
［１１］ 　 王欣，幸苑娜，陈泽勇，等． 高效液相色谱⁃电感耦合等离子体质谱法检测富硒食品中 ６ 种硒形态［ Ｊ］ ． 分析化学，２０１３，４１（１１）：

１６６９⁃１６７４．
ＷＡＮＧ Ｘ， ＸＩＮＧ Ｙ Ｎ， ＣＨＥＮ Ｚ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ６ ｓｅｌｅｎｉｕｍ ｓｐｅｃｉｅｓ ｉｎ ｓｅｌｅｎｉｕｍ⁃ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｆｏｏｄ ｂｙ ｈｙｐｈｅｎａｔｅｄ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ ｏｆ ｈｉｇｈ
ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｉｎｄｕｃｔｉｖｅｌｙ ｃｏｕｐｌｅｄ ｐｌａｓｍａ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ， ２０１３， ４１
（１１）： １６６９⁃１６７４ （ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ） ．

［１２］ 　 王铁良，张会芳，魏亮亮，等． 高效液相色谱⁃氢化物发生⁃原子荧光光谱联用技术测定富硒大米中的 ５ 种硒形态［Ｊ］ ． 食品安全质量

检测学报，２０１７，８（６）：２１８５⁃２１９０．
ＷＡＮＧ Ｔ Ｌ， ＺＨＡＮＧ Ｈ Ｆ， ＷＥＩ Ｌ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ５ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ｓｅｌｅｎｉｕｍ ｓｐｅｃｉｅｓ ｉｎ ｒｉｃｅ ｂｙ ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｈｙｄｒｉｄｅ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ⁃ａｔｏｍｉｃ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ［Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｆｏｏｄ Ｓａｆｅｔｙ ａｎｄ Ｑｕａｌｉｔｙ ２０１７， ８（６）： ２１８５⁃２１９０ （ ｉｎ
Ｃｈｉｎｅｓｅ） ．

［１３］ 　 季海冰，方敏，林洋，等． 反相离子对色谱联合电感耦合等离子体质谱法测定环境水样中 ５ 种形态硒［Ｊ］ ． 分析仪器，２０１９，２２３（２）：
１５６⁃１６０．
ＪＩ Ｈ Ｂ， ＦＡＮＧ Ｍ， ＬＩＮ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｉｖｅ ｓｅｌｅｎｉｕｍ ｓｐｅｃｉｅｓ ｉｎ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｗａｔｅｒ ｂｙ ｉｏｎｐａｉｒ ｒｅｖｅｒｓｅｄ ｐｈａｓｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａ
ｔｏｇｒａｐｈｙ ｗｉｔｈ ｉｎｄｕｃｔｉｖｅｌｙ ｃｏｕｐｌｅｄ ｐｌａｓｍａ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ［Ｊ］ ． Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔａｔｉｏｎ， ２０１９， ２２３（２）： １５６⁃１６０ （ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ） ．

［１４］ 　 杨培慧，郑志雯，冯德雄，等． 硒代胱氨酸和硒代蛋氨酸电化学检测的比较［Ｊ］ ． 分析化学，２００３，３１（２）：１９４⁃１９７．
ＹＡＮＧ Ｐ Ｈ， ＺＨＥＮＧ Ｚ Ｗ， ＦＥＮＧ Ｄ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｂｅｈａｖｉｏｒ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓｅｌｅｎｏｃｙｓｔｉｎｅ ａｎｄ ｓｅｌｅｎｏｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ ｗｉｔｈ
ｃｙｃｌｉｃ ｖｏｌｔａｍｍｅｔｒｙ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ， ２００３， ３１（２）： １９４⁃１９７ （ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ） ．

［１５］ 　 倪张林，汤富彬，张玮，等． ＨＰＬＣ⁃ＤＲＣ⁃ＩＣＰ⁃ＭＳ 测定富硒蔬菜中的硒形态［Ｊ］ ． 分析试验室，２０１３，３２（２）：３９⁃４３．
ＹＩ Ｚ Ｌ， ＴＡＮＧ Ｆ Ｂ， ＺＨＡＮＧ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｌｅｎｉｕｍ ｓｐｅｃｉｅｓ ｉｎ Ｓｅ⁃ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｖｅｇｅｔａｂｌｅｓ ｂｙ ＨＰＬＣ⁃ＤＲＣ⁃ＩＣＰ⁃ＭＳ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎｅｓｅ
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｎａｌｙｓｉｓ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ２０１２， ３２（２）： ３９⁃４３ （ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ） ．

［１６］ 　 姚真真，马智宏，王北洪，等． 高效液相色谱⁃电感耦合等离子体质谱法检测富硒苹果中 ５ 种硒形态［Ｊ］ ． 食品安全质量检测学报，
２０１８，９（３）：４７５⁃４８０．
ＹＡＯ Ｚ Ｚ， ＨＡ Ｘ Ｊ， ＭＡ Ｚ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ５ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ｓｅｌｅｎｉｕｍ ｓｐｅｃｉｅｓ ｉｎ ｓｅｌｅｎｉｕｍ⁃ｅｎｒｉｃｈｅｄ ａｐｐｌｅｓ ｂｙ ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｉｎｄｕｃｔｉｖｅｌｙ ｃｏｕｐｌｅｄ ｐｌａｓｍａ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ［Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｆｏｏｄ Ｓａｆｅｔｙ ａｎｄ Ｑｕａｌｉｔｙ ２０１８， ９（３）： ４７５⁃４８０ （ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ） ．

［１７］ 　 曹玉嫔，闫丽珍，黄红丽，等． 超声辅助提取结合高效液相色谱⁃电感耦合等离子体质谱联用技术测定牛蒡和三七中硒形态［ Ｊ］ ． 分

析化学，２０１５，４３（９）：１３２９⁃１３３４．
ＣＡＯ Ｙ Ｐ， ＹＡＮ Ｌ Ｚ， ＨＵＡＮＧ Ｈ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｌｅｎｉｕｍ ｓｐｅｃｉｅｓ ｉｎ ｂｕｒｄｏｃｋ ａｎｄ ｐａｎａｘ ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ ｕｓｉｎｇ ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃ ａｓｓｉｓｔａｎｔ
ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｉｎｄｕｃｔｉｖｅｌｙ ｃｏｕｐｌｅｄ ｐｌａｓｍａ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ， ２０１５， ４３（９）： １３２９⁃１３３４ （ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ） ．

［１８］ 　 秦玉燕，时鹏涛，王运儒，等． 高效液相色谱⁃氢化物发生⁃原子荧光光谱法测定富硒食品中 ５ 种形态硒的含量［ Ｊ］ ． 理化检测⁃化学

分册，２０１８，５４（５）：５６６⁃５７２．
ＱＩＮ Ｙ Ｔ， ＳＨＩ Ｐ Ｔ， ＷＡＮＧ Ｙ， ｅｔ ａｌ． ＨＰＬＣ⁃ＨＧ⁃ＡＦＳ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ５ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ ｓｅｌｅｎｉｕｍ ｉｎ ｆｏｏｄｓｔｕｆｆｓ ｒｉｃｈ ｉｎ ｓｅｌｅｎｉｕｍ［Ｊ］ ． ＰＴＣＡ （Ｐａｒｔ
Ｂ： Ｃｈｅｍ Ａｎａｌ）， ２０１８， ５４（５）： ５５６⁃５７２ （ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ） ．

［１９］ 　 ＧＯＳＥＴＴＩ Ｆ， ＦＲＡＳＣＡＲＯＬＯ Ｐ， ＰＯＬＡＴＩ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｓｐｅｃｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｌｅｎｉｕｍ ｉｎ ｄｉｅｔ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔｓ ｂｙ ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ ｍｅｔｈｏｄｓ［ Ｊ］ ． Ｆｏｏｄ
Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ， ２００７， １０５（４）： １７３８⁃１７４７．

［２０］ 　 张明，杜业刚，林少彬，等． 液相色谱串联质谱法定量检测青花菜中 Ｌ⁃硒甲基硒代半胱氨酸［Ｊ］ ． 分析化学，２００７，３５（２）：２４４⁃２６４．
ＺＨＡＮＧ Ｍ， ＤＵ Ｙ Ｇ， ＬＩＮ Ｓ Ｂ． Ｑｕａｎｔｉｔａｉｏｎ ｏｆ ｍｅｔｈｙｌｓｅｌｅｎｏｃｙｓｔｅｉｎｅ ｉｎ ｂｒｏｃｃｏｌｉ ｐｏｗｄｅｒ ｗｉｔｈ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ
ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ［Ｊ］ ． Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ， ２００７， ３５（２）： ２４４⁃２６４ （ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ） ．
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