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高压液相色谱-氢化物发生-原子荧光光谱
(HPLC-HG-AFS)联用技术检测 
水产品中硒的赋存形态 

尚德荣 1, 秦德元 2, 赵艳芳 1*, 翟毓秀 1, 宁劲松 1, 丁海燕 1, 盛晓风 1, 徐  正 1 
(1. 中国水产科学研究院黄海水产研究所, 农业部海洋渔业资源可持续利用重点开放实验室, 国家水产品质量监督检验中

心, 农业部水产品质量安全检测与评价重点实验室, 青岛 266071; 2. 北京吉天仪器有限公司, 北京 100015) 

摘  要: 目的  采用高压液相色谱-氢化物发生-原子荧光光谱联用技术(HPLC-HG-AFS)对水产品中硒的赋存形

态检测进行研究。方法  通过实验优化流动相、提取剂、提取时间及其仪器条件, 建立 HPLC-HG-AFS联用技术

检测水产品中硒形态的分析方法。用去离子水在 70 ℃水浴下超声提取 1 h, 流动相为 pH 6.0 的 40 

mmol/L(NH4)2HPO4溶液, 阴离子交换柱分离, HG-AFS检测。结果  样品加标量在 0.10、1.00 mg/kg时的回收率

均在 86.6%以上, 相对标准偏差均小于 5%。结论  本研究证明使用该方法测定水产品中的硒形态较为准确、可

靠, 为科学评价水产品质量、进一步细化富硒水产品的判定标准和鉴别其真伪提供技术手段, 为科学有效地开展

其风险评估提供技术支撑和数据支持。 
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Selenium speciation analysis in aquatic products by high performance liquid 
chromatography-hydride generation-atomic fluorescence spectrometry 
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ABSTRACT: Objective  The determination of selenium speciation in aquatic products by high performance 
liquid chromatography-hydride generation-atomic fluorescence spectrometry (HPLC-HG-AFS) was analyzed in 
this study. Methods  The mobile phases, extraction reagents, extraction time and instrumental conditions were 
optimized and then selenium speciation in aquatic products was analyzed by HPLC-HG-AFS. Samples were 
extracted at 70 ℃ for 1 h by ultrasonic extraction and the flow phase was 40 mmol/L (NH4)2HPO4 (pH6.0). The 
different selenium speciation was separated with anion exchange column and detected by HG-AFS. Results  
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The average recoveries of 0.10 mg/kg and 1.00 mg/kg in samples were all above 86.6% and the relative stan-
dard deviations were all below 5% with a high accuracy. Conclusion  The established method was accurate 
and reliable for selenium speciation analysis. It could provide technological support for scientific evaluation of 
the aquatic product quality, as well as the authenticity of the selenium enriched aquatic products. At the same 
time, the method also could provide important information for risk assessment of the aquatic products. 
KEY WORDS: high performance liquid chromatography; hydride generation atomic fluorescence spectrome-
try; aquatic products; selenium speciation 
 
 

 
 

1  前  言 

元素的不同存在形态决定了其在环境和生命过

程中表现出不同的行为; 不同的元素形态由于具有
不同的物理化学性质和生物活性, 在环境和生命科
学领域发挥着不同的作用。元素总量或者浓度的相关

信息已经不能满足环境和生命科学研究的需要, 有
时候甚至会给出一些错误的信息。硒(Se)是人体生命
活动中必需的微量元素之一[1], 具有增强免疫力、抗
衰老和预防多种疾病的作用[2,3], 但过量的硒会导致
疾病。国际学术组织联合会(FAO/WHO/IAEA)根据
基础代谢率, 取用 75%的酶活力饱和度折算以及安
全因子的处理后, 建议成年男女膳食硒的适宜需要
量分别为 40 μg/日和 30 g/日[4]。硒的安全阈值很窄, 
而长期食用硒含量高于 1.0 mg/kg的食物则会引起硒
中毒[5,6]。食物是人体硒的主要来源, 而食品中硒的可
利用价值由硒的存在形态决定[7,8]。研究表明, 生物源
有机硒的安全性高, 不易发生硒中毒, 也易于被人体
吸收。由于人体不能合成, 只有通过植物性食品来补
充[9,10]。然而, 目前有关硒的国家检测方法标准[11-13]

和判定标准都是以总硒含量为依据[14], 这就导致在
市场上出现了一些通过添加无机硒来提高总硒含量

的所谓“富硒”产品。已有研究表明, 长期摄入无机硒
化合物可造成人和动物肝毒性和畸形发生[10]。因此

开展水产品中硒的赋存形态分析, 为科学评价水产
品质量、制定水产品中有毒无机硒限量标准, 为科学
有效地进行风险评估提供技术支撑和数据支持。   

2  材料与方法 

2.1  试剂与仪器 

SeVI 标准溶液 (GBW 08675)、SeIV 标准溶液

(GBW(E) 080215)、硒代胱氨酸 (SeMet)标准溶液
(GBW 08617)均从国家标准物质中心购得; 硒代蛋氨
酸(SeCys)标准物质从美国 Sigma-Aldrich公司购得。 

HPLC-HG-AFS 联用仪由三部分组成: HPLC: ①

使用 LC-10ATVP 高压液相泵(日本 SHIMADZU 公
司), 配有 100 μL定量环的 7725i 六通进样阀; ②形
态分析预处理装置(SAP-10, 北京吉天仪器有限公
司)、PRP-X100(长 250 mm, 内径 4.1 mm, 粒度 10 μm)
阴离子交换柱(Hamilton, 美国); AFS③ -9130 原子荧
光光谱仪, 配有激发光源、高性能硒空心阴极灯、形
态分析测量软件(北京吉天仪器有限公司); 离心机
(LD5-10, 北京雷勃尔离心机有限公司); 数控超声波
仪(昆山市超声波仪器有限公司)。测定条件详见表 1。 

表 1  硒形态测定 HPLC-HG-AFS 条件 
Table 1  Experimental conditions for determination of selenium speciation with HPLC-HG-AFS 

仪器 项目 条件 

高压液相色谱(HPLC) 

色谱柱 
保护柱 

Hamilton PRP-X100 (250 mm×4.1 mm i.d.,10 μm ) 
Hamilton PRP-X100 (25 mm×2.3 mm i.d.,12~20 μm) 

等度分离流动相 40 mmol/L (NH4)2HPO4, pH 6.0 

进样体积 100 μL 

氢化物发生-原子荧光光谱 
(HG-AFS) 

还原剂  1.2% KBH4+ 0.2% KOH 载流 7% HCl 

负高压 300 V 灯电流 60 mA 

载气 
氩气(Ar) 

400 mL/min 屏蔽气 600 mL/min 
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2.2  实验方法 

(1) 提取  准确称取经粉碎过 40目筛的干样约
0.500 g 于 25 mL 具塞刻度试管中, 加去离子水 10 
mL混匀, 置于 70 ℃超声提取 1h, 使试样充分浸提, 
取出冷却。4000 r/min离心 15 min, 取出适量上清液
用 0.45 μm 的水系微孔滤膜过滤, 上机测定硒形态
的值。 

(2) 测定   标准系列溶液的配置 : 通过稀释
相应量的 SeIV、SeVI、SeMet、SeCys 得到 1 mg/L
的混合标准溶液储备液  (可置于 4 ℃冰箱存放备
用)。再用流动相逐级稀释成 5.0、25.0、50.0、75.0、
100.0 ng/ mL 的标准使用液, 现用现配。测定条件
详见表 1。 

(3) 结果与计算  
定性: 开机后按表 1 条件进行设置, 待稳定后, 

先做标准曲线, 然后测定处理好的样品溶液。用出峰
时间定性。 

定量: 吸取样品提取液 100 μL 进样, 以样品加
标的保留时间定性, 以峰面积外标法定量。即可得到
待测溶液中的 SeCys、SeIV、SeMet、SeVI的浓度, 按
式(a)计算可得试样中待测物的含量:  

X=C×V×F/m×1000…………………………(a) 
式中:  
X—样品中待测物的含量, mg/kg;   
C—待测液中无机砷的浓度, ng/L;   
m—称样量, g;   
V—测定液体总体积(20 mL);   
F—稀释倍数。 

3  结果与分析 

3.1  流动相的选择 

目前, 国内外在硒的形态分析中大都在大米、植
物、环境及生物样品中, 而对水产品中硒形态分析的
报道是通过差减法计算样品中有机硒的含量[15],而采
用仪器联用技术分析水产品中硒的赋存形态的研究

报道尚属匮乏。目前常用到的流动相有: 磷酸盐缓冲
剂[16,17]、三氟乙酸、五氟丙酸和七氟丁酸等全氟羧酸
[18], 或者添加离子对试剂作为流动相成分 [19], 也有
加入少量甲醇等有机溶剂来提高有机硒的分离效果
[20]。我们经过分析研究并结合水产品中各种硒形态

的结合状态与之相似的形态特征, 本实验选择了磷

酸二氢铵弱酸盐溶液作为流动相进行分离。实验发现

使用磷酸二氢铵溶液作为流动相, 四种硒形态在 15 
min 内即可完全分离, 重复性和线性相关系数良好
(图 1)。 

 

图 1  硒的 4种形态标准溶液的色谱图 
Fig. 1  Chromatogram of a standard solution for four 

selenium species 

 
3.2  硒形态的提取 

根据文献报道 , 影响提取效率的主要因素有 : 
提取过程中的温度、pH、选用缓冲体系的种类、提
取液的性质、该物质种类以及其中硒化合物的种类
[21-24]。结合 SeCys、SeIV、SeMet、SeVI均为水溶性物

质的特性, 为尽可能地避免在提取过程中硒形态的
转化, 我们采用不同温度下水提取的方法。实验采用
的样品为海参、扇贝和鱼, 样品分别采自山东荣成、
辽宁大连和山东胶南。 

提取时间和提取温度的选择 : 分别采用不同
温度下恒温超声提取 , 从提取率和提取液中硒形
态含量结果可得 : 70 ℃恒温超声浸提 1 h 的效果
很好 , 硒的提取率均达到 90%以上。实验结果见
表 2。  

3.3  不同形态硒的结果分析 

为了确定HPLC-HG-AFS联用仪的分析性能, 采用
联用技术对4种主要硒形态进行分离分析, 结果见表3。 

由表 3可知, 采用该联用仪器分离分析 4种硒形
态的线性相关系数均大于 0.995, 相对标准偏差均小
于 4.0%, 对 4种硒形态 SeCys、SeIV、SeMet、SeVI 的
检出限分别为 1.2、1.4、0.8、2.1 ng/mL。该仪器的
分析性能完全符合测定 4种硒形态的要求。 



1850 食品安全质量检测学报 第 4卷 
 
 
 
 
 

 

3.4  方法回收率和精密度加标回收试验 

在确定检测方法后, 我们分别以扇贝、海参和鱼
为测试对象, 进行加标回收率和精密度试验, 以考察
方法的准确度和重现性。实验称取 0.500 g样品, 分别
添加 0.05、0.5 μg的 SeCys 、SeIV、SeMet、SeVI的混

标液, 添加量相当于0.10 mg/kg和1.00 mg/kg, 实验结

果见表 4。图 2图 3分别是扇贝和海参样品谱图。 
从表 4中可知, 样品加标量在 0.10、1.00 mg/kg

时 2种测试样品的平均回收率都在 86.6%以上, 相对
标准偏差小于 5%, 具有较高的灵敏度和精密度。以
上试验结果可证明, 该方法可以满足水产品中硒形
态的检测要求。 

 
 

表 2  三种水产品在不同温度下的硒提取率 
Table 2  Extraction efficiency under different temperatures in different time 

样品编号 总硒值(mg/kg) 
提取率(%)* 

20 ℃ 60 ℃ 70 ℃ 80 ℃ 

1 1.686 88.4 85.5 90.7 85.9 

2 1.417 89.7. 86.1 91.9 86.7 

3 0.364 90.4 89.1 96.0 94.5 

*提取率%=试样经恒温超声浸提 1 h各种形态硒含量的总和与现行国标[11]试样经酸消解后测得的总硒含量的比值乘 100%。 

表 3  高压液相色谱-氢化物发生-原子荧光光谱仪对 4 种硒形态的分析性能 
Table 3  Analytic characteristics of HPLC-HG-AFS for 4 selenium species 

 SeCys SeIV SeMet SeVI 

线性范围(ng/mL) 2.0~100 2.0~100 2.0~100 3.0~100 

线性相关系数(R2) 0.9994 0.9991 0.9989 0.9986 

检出限*(ng/mL) 1.2 1.4 0.8 2.1 

相对标准偏差(RSD)(％) 2.92 3.05 3.12 3.93 

*检出限: 以空白(流动相)的 3倍标准偏差(n=5)计算(峰面积), 定量限则根据 1980年美国化学会环境改善委员会的提议以 10倍空白标准
偏差计算(峰面积)。 

表 4  回收率及精密度(n=6) 
Table 4  Recovery ratio and accuracy(n=6) 

硒形态 加标量/ 
(mg/kg) 

扇贝 海参 鱼 

样品空白 
含量 

加标 
回收率/% 

RSD/%
样品空白 
含量/(mg/kg)

加标 
回收率/%

精密度
RSD/%

样品空白含量 
/(mg/kg) 

加标 
回收率/%

RSD/%

SeCys 
0.10 

0.174 
87.2 2.90 

0.260 
89.95 2.88 

0.073 
89.59 3.62 

1.00 88.6 2.94 86.62 2.96 87.92 3.96 

SeIV 
0.10 

ND 
92.2 3.03 

0.957 
92.26 3.01 

ND 
92.66 3.86 

1.00 94.6 3.05 90.20 3.09 91.27 4.12 

SeMet 
0.10 

1.306 
89.1 3.10 

ND 
91.68 3.06 

0.193 
90.68 3.12 

1.00 95.2 3.14 89.96 3.18 89.92 3.82 

SeVI 
0.10 

ND 
93.5 3.96 

ND 
89.02 3.96 

ND 
90.16 3.56 

1.00 94.6 3.90 91.04 3.90 91.24 3.68 

*ND: not detected 
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图 2  扇贝样品的色谱图 
Fig. 2  Chromatogram of selenium species in C. farreri 

 

图 3  海参样品的色谱图 
Fig. 3  Chromatogram of selenium species in S. japonicus 

 

4  结  论 

水产品中的硒经浸提后,由于阴离子交换色谱柱
对硒的各种形态吸附能力不同, 流动相将其依次洗
脱, 洗脱液经过硼氢化钾还原剂和盐酸发生氢化反
应, 生成氢化物进入原子化器, 与原子荧光联用进行
分析测定。通过对 4种硒形态提取率、加标回收率试
验的研究, 优化了水产品中硒形态的前处理条件和
仪器条件, 建立了水产品中硒形态含量的测定方法。
该方法为进一步细化富硒水产品的判定标准和鉴别

其真伪提供了技术手段; 为科学评价水产品质量、制
定水产品中有毒无机硒限量标准、科学有效地进行风

险评估提供了技术支撑和数据支持。 
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