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高效液相色谱-电感耦合等离子体质谱联用法分析
新疆巴旦木中硒形态 

何川川*, 杨忠俊, 李  菁 

(新疆维吾尔自治区疾病预防控制中心, 乌鲁木齐  830000) 

摘   要 : 目 的   建 立 高 效 液 相 色 谱 - 电 感 耦 合 等 离 子 体 质 谱 联 用 法 (high performance liquid 

chromatography-inductively coupled plasma mass spectrometry, HPLC-ICP-MS)测定新疆巴旦木 (Amygdalus 

communis L.)中硒代蛋氨酸(selenomethionine, SeMet)和亚硒酸根[selenous acid, Se(IV)] 2 种硒形态的分析方法。

方法  研究采用超声波辅助酶提法提取巴旦木样品中硒形态, 选用 Dionex IonPac AS19 阴离子分析柱进行分

离, pH 为 9.2 的磷酸二氢铵水溶液作为流动相, 进样量为 100 μL。结果  实现了在 500 s 内 2 种硒形态基线分

离, SeMet 和 Se(IV)的方法检出限均为 0.006 mg/kg, 加标回收率为 90%~106%。对巴旦木样品中 SeMet 和

Se(IV)含量进行测定, 2 种硒形态含量之和占总硒的 75.8%~81.2%。结论  所建立的方法易操作、分离效果好

且检出限低, 可以作为一种分析巴旦木中 2 种硒形态的有效方法。 

关键词: 高效液相色谱-电感耦合等离子体质谱联用法; 巴旦木; 硒形态; 阴离子分析柱 

Analysis of selenium species in Xinjiang Amygdalus communis L. by high 
performance liquid chromatography-inductively  

coupled plasma mass spectrometry 

HE Chuan-Chuan*, YANG Zhong-Jun, LI Jing 

(The Center for Disease Control and Prevention of Xinjiang Uygur Autonomous Region, Urumqi 830000, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish an analytical method for the determination of selenomethionine (SeMet) 

and selenous acid [Se(IV)] forms in Xinjiang Amygdalus communis L. by high performance liquid 

chromatography-inductively coupled plasma mass spectrometry. Methods  In this study, the form of selenium in 

almond samples was extracted by ultrasonic-assisted enzyme method, Dionex IonPac AS19 anion exchange column 

was used for separation, ammonium dihydrogen phosphate aqueous solution with pH 9.2 was used as the mobile 

phase, and the injection amount was 100 μL. Results  Baseline separation of the 2 kinds of selenium forms within 

500 s was achieved with the detection limits of both SeMet and Se(IV) being 0.006 mg/kg, and the spiked recoveries 

being 90%‒106%, and the proportion of SeMet and Se(IV) in the total selenium were 75.8%‒81.2%. Conclusion  

The established method is easy to operate, has good separation effect and low detection limit, and can be used as an 
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effective method for analyzing 2 kinds of selenium species in Amygdalus communis L. 

KEY WORDS: high performance liquid chromatography-inductively coupled plasma mass spectrometry; 

Amygdalus communis L.; selenium species; anion analytical column 
 
 

0  引  言 

硒是人体生命活动中必需的 14 种微量元素之一, 具

有重要的生理功能[1‒6]。然而人类对硒元素的认识经历了漫

长的过程: 从最初认为硒有毒, 甚至致癌, 到 1957 年学者

Schwarz 通过动物实验揭示了硒是一种重要营养元素 [7], 

再到 1973 年, 世界卫生组织明确了硒元素对机体健康的

重大意义, 人类开始了用硒来治疗一系列地方病的实践, 

比如口服亚硒酸钠预防克山病[8‒10]。随着人类对硒元素研

究的逐步深入, 发现机体内硒的生物活性不仅跟其含量有

关, 与硒元素的化学形态也有着密切的关系[11‒12]。硒的形

态可分为两种, 无机硒和有机硒, 无机硒在吸收和利用方

面不是很理想, 并且存在安全隐患, 而有机硒进入机体内

能够充分吸收利用, 且较为安全[13‒15]。因此从食品安全的

角度考虑, 对食品中各种硒形态进行灵敏、快速、准确的

分离测定是非常必要的。 

大健康背景下, 硒元素与健康成为了研究热点, 食品

中硒形态检测也日益受到关注。硒形态分析过程中, 前处

理效率很大程度上制约着样品的准确测定, 目前提取硒化

合物的方法主要有: 水提取法、酸提取法、酶提取法、

Tris-HCl 缓冲溶液提取法等[16‒18], 实际工作中需要根据样

品本身的特性来选择合适的前处理方法。有关硒形态检测

的方法主要有液相色谱-原子荧光联用法、液相色谱-质谱

联用法、液相色谱-电感耦合等离子体质谱联用法和离子色

谱-质谱联用法等, 其中液相色谱-电感耦合等离子体质谱

联用法因其线性范围宽且灵敏度高等优点成为了主流检测

手段。 

关于食品中硒形态的分析方法有很多报道 , 但其

中鲜有关于新疆巴旦木中硒形态的研究, 巴旦木作为新

疆特色干果的代表 , 具有较高的营养价值。根据实验室

检测[19‒20], 其仁内含植物油 55%~61%, 蛋白质 28%, 并含

有少量胡萝卜素、钙、镁、钠、钾和硒等营养物质。能够

准确检测巴旦木中各种硒化合物含量是全面了解巴旦木营

养的一个重要环节。本研究通过高效液相色谱-电感耦合等

离子体质谱联用法(high performance liquid chromatography- 

inductively coupled plasma mass spectrometry, HPLC-ICP- 

MS) 来 分 离 测 定 新 疆 巴 旦 木 中 硒 代 蛋 氨 酸

(selenomethionine, SeMet)和亚硒酸根[selenous acid, Se(IV)]

的含量, 为开发集营养、安全、保健为一体的新疆特色产

品提供技术支撑。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

巴旦木: 2020年 10月购置于新疆本地, 样品冷冻干燥, 

然后碾碎并冷藏在冰箱中待用; 硒单元素标准溶液(GSB 

04-1751-2004, 1000 mg/L, 国家有色金属及电子材料分析

测试中心 ); 硒代蛋氨酸 [GBW10034, 39.4 μg/g(以硒计 : 

Se)]、亚硒酸根[GBW10032, 42.9 μg/g(以硒计: Se)](中国计

量科学研究院); 硝酸(优级纯)、蛋白酶 K(纯度 99%)(德国

默克公司); 磷酸二氢铵(优级纯, 天津市光复精细化工研

究所); 盐酸(优级纯, 国药集团化学试剂有限公司); 氨水

(色谱纯, 成都市科隆化学品有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

iCAPRQ 型电感耦合等离子体质谱仪、UltiMate 3000

型高效液相色谱仪、Dionex IonPac AS19 色谱柱(25 mm×  

4 mm, 5 μm)、D-37520 高速低温离心机(美国 Thermo Fisher 

Scientific 公司); Milli-Q 超纯水机(美国 Millipore 公司); 

BG-08C 超声仪(广州邦杰电子产品有限公司); 0.22 μm 滤

膜滤膜(上海市新亚净化器件厂)。 

1.3  方  法 

1.3.1  标准系列溶液的配制 

准确量取 10 mL 硒单元素标准溶液置于 100 mL 容量

瓶中, 用 1% HNO3溶液定容, 得到 100 mg/L的硒元素标准

中间液, 然后再将标准中间液稀释 100 倍, 得到 1 mg/L 的

硒元素标准使用液。分别量取 0、0.1、1.0、5.0、10.0 mL

硒元素标准使用液置于 100 mL 容量瓶中, 用 1% HNO3 溶

液定容, 得到硒含量分别为 0、1、10、50、100 μg/L 的标

准系列溶液。 

1.3.2  样品前处理 

总硒前处理: 称取 0.5 g(精确到 0.001 g)均质巴旦木

样品置于聚四氟乙烯消解内罐中, 依次加入 5 mL 浓硝酸

和 2 mL 双氧水后静置过夜, 盖好内盖, 旋紧不锈钢外套, 

置于烘箱, 分别在 80、120 和 160 ℃条件下保持 4、2 和    

2 h, 自然冷却到室温, 打开消解罐, 用少量纯水冲洗内壁

后置于电加热板上赶酸至液体剩余 1 mL 左右, 最后将消

解液转移至 10 mL 容量瓶中, 用纯水定容后摇匀, 同时做

样品空白。 

硒形态前处理: 称取 2 g(精确到 0.001 g)均质巴旦木

样品于 50 mL 离心管中, 加入 25 mL 1200 mg/L 蛋白酶 K
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水溶液, 混匀后在室温下超声 0.5 h, 于 10000 r/min 转速下

离心 15 min, 收集上层清液进行过滤(0.22 μm 滤膜)后上机

测试。 

1.3.3  仪器条件 

电感耦合等离子体质谱仪和高效液相色谱仪的主要

工作条件见表 1。 

 
表 1  HPLC-ICP-MS 测定硒形态主要工作条件 

Table 1  Main working conditions for determination of selenium 
species by HPLC-ICP-MS   

仪器 参数名称 参数 

电感耦合等

离子体质谱 

射频功率 1550 W 

辅助气流量 0.8 L/min 

等离子气流量 14 L/min 

碰撞气流量(He) 4.5 mL/min 

雾化器类型 同心 PFA 

雾化器流量 1.1 L/min 

采样锥 镍锥 

采样深度 8 mm 

检测信号 78Se 

液相色谱 

色谱柱 Dionex IonPac AS19 

流动相 磷酸二氢铵(pH=9.2) 

洗脱方式 等度 

进样体积 100 μL 

 

2  结果与分析 

2.1  目标分析物的选择 

SeMet 是自然界中硒以有机形式存在于植物和饲料

谷物中的一种化合物, 是生物利用效率最高的有机硒化合

物, 同时由于 SeMet 毒性低且天然存在于食物中, 所以是

一种理想的补硒来源。对于无机硒, 主要有 Se(IV)和硒酸

根[selenic acid, Se(VI)], 而 Se(IV)是成熟商业补硒药品中

经常使用的成分, 具有吸收快的优点。因此本研究选择了

比较有意义的 SeMet 和 Se(IV)为研究目标。 

2.2  系统的优化 

2.2.1  质谱系统的优化 

质谱检测器对待测元素的响应值高才能获得较高的

灵敏度, 而响应值会受到同位素的影响, 如在 Se 众多同位

素中 , 自然丰度 (49.61%) 最高的 80Se 会受到来自于
40Ar40Ar 严重的干扰 , 因此在实验过程中选择自然丰度

(23.77%)第二的 78Se 作为检测信号。此外, 利用氦气碰撞

反应模式进行测定, 基本上能够消除这类由同位素造成的

干扰进而提高灵敏度, 有利于 Se 的准确测定。 

2.2.2  色谱系统的优化 

形态分析中, 流动相的选择对硒形态的分离效果起

着重要的作用。本研究用 Dionex IonPac AS19 阴离子分析

柱对比了氢氧化钠和磷酸二氢铵 2 种溶液分别作为流动相

时 2种硒形态的分离效果, 并考察了流动相的浓度和 pH对

分离效果的影响。 

采用 Dionex IonPac AS19 阴离子分析柱, 以氢氧化钠

溶液为流动相时, 2 种硒形态能够完全分离, 但由于二氧化

碳的存在造成流动相的成分和酸度易发生改变, 使得 2种硒

形态的保留时间不稳定且峰形不好。选用磷酸二氢铵溶液为

流动相时, 实验结果有了很高的重现性。如图 1: 当磷酸二

氢铵溶液浓度为 10 mmol/L 时, 2 种硒形态能够实现基线分

离, 但 Se(IV)的峰形不佳, 且洗脱时间长达 1000 s; 当磷酸

二氢铵溶液为 15 mmol/L 时, 2 种硒形态能够基线分离, 洗

脱时间缩短到 500 s 内, 出峰顺序依次为 SeMet 和 Se(IV), 

峰形较理想; 当磷酸二氢铵溶液浓度升高到 20 mmol/L时, 2

种硒形态的出峰时间小幅缩短, 峰形没有明显变化。由该过

程可以发现各目标化合物的保留时间均随着磷酸二氢铵溶液

浓度的增大而减少, 原因是基于离子交换色谱柱的分离过程, 

待分离硒化合物与流动相中相同电荷离子竞争固定相上的反

离子, 随着流动相中洗脱剂浓度的增大, 目标硒化合物与固

定相结合的能力逐步减弱, 造成保留时间缩短。考虑到流动

相盐分太高会降低色谱柱和仪器的使用寿命, 因此实验选定

浓度为 15 mmol/L 的磷酸二氢铵溶液作为流动相。 

使用离子色谱柱在分离硒形态时, 分离效果很大程

度上取决于待分离化合物的带电状况, 而待分离化合物的

带电状况受制于流动相的 pH, 因此流动相的 pH 是影响硒

形态分离效果最关键的因素。本研究利用氨水来调节流动

相的 pH, 进而考察了流动相的 pH 对 2 种硒形态分离效果

的影响。在流动相为 15 mmol/L 的磷酸二氢铵溶液、      

1 mL/min 的流速和 30 ℃柱温的分离条件下, 发现 pH 为 8

时, SeMet 具有较好的峰形, 但是 Se(IV)的峰形出现了拖尾

现象; 当 pH 增加到 9.2 时, 2 种硒形态在 500 s 内实现了基

线分离(见图 2)且具有较好的峰形; 当 pH 大于 9.2 时, 再次

出现了 Se(IV)的峰形拖尾且信号强度较弱的现象。因此 9.2

为分离 2 种硒形态的最佳 pH。 

本研究同时探讨了 SeMet 和 Se(IV)与另外 2 种硒形态

[Se(VI)和硒代胱氨酸(selenocystine, SeCys2)]同时分离的可

能性, 结果发现上述色谱条件下, 4 种硒形态能够基线分离

(见图 2)。 

2.3  提取效率 

提取效率是影响实际样品测定准确性的关键因素 , 

因此要求所用的提取溶液不仅能够很好地从样品中提取出

硒化合物, 同时不能改变目标分析物的化学结构。本研究
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对比了酶提法、酸提法(0.1 mol/L HCl)和水提法提取 2 种

硒化合物的效率。分别称取 2 g 样品加入到 25 mL 3 种不

同提取溶液中: 0.1 moL/L 盐酸溶液、1200 mg/L 蛋白酶 K

水溶液和纯水, 进行超声、离心和过滤处理后上机测定。

实验结果(见表 2)表明: 3 种提取方式提取无机硒化合物的

效率没有差别; 对于有机硒化合物的提取, 酶提法提取的

量为 38.1 μg/kg, 高于水提法的 20.1 μg/kg 和酸提法的 

23.1 μg/kg。酶提法的提取效率最高, 因此实验选择用蛋白

酶 K 作为提取试剂。 

2.4  方法的线性关系与检出限 

以浓度和色谱峰面积进行线性拟合, 2 种硒形态标准

曲线均获得良好的线性方程, 相关性系数均高于 0.999, 结

果见表 3。配制 SeMet 和 Se(IV)的质量浓度均为 0.5 μg/L

的混合标准溶液上机测试, 其色谱图见图 3, 可以看出该

浓度下 2 种硒形态峰高均大于 3 倍基线噪声[21], 由此得出

对于 SeMet 和 Se(IV), 仪器检出限均为 0.5 μg/L, 方法检出

限均为 0.006 mg/kg。 

 

 

 
图 1  流动相浓度对硒形态保留时间的影响 

Fig.1  Effects of concentration of mobile phase on retention 
behaviors of selenium species 

 

 
 

图 2  硒形态的色谱分离图 

Fig.2  Chromatographic separation of selenium species 
 

表 2  不同提取条件的提取效率 
Table 2  Extraction efficiencies of different extraction 

conditions 

形态 Se(IV)/(μg/kg) SeMet/(μg/kg) 
总硒 

/(μg/kg)
提取效率

/% 
水提取 19.7 20.1 70.7 56.3 

酶提取 20.1 38.1 70.7 82.2 

酸提取 20.3 23.1 70.7 61.4 
 

2.5  方法验证 

为验证方法的可靠性, 在硒含量较低的巴旦木样品

中添加不同浓度 2 种硒化合物混合标准溶液, 按照建立的

方法进行前处理并测定回收率(连续测定 3 次)。计算的结

果 见 表 4, 相 对 标 准 偏 差 小 于 5%, 加 标 回 收 率 为

90%~106%, 说明该方法比较可靠。 

2.6  实际样品测定 

用建立的方法对 3 份巴旦木样品进行测定(平行测定 3

次), 结果表明样品中总硒含量为 55.4~70.7 μg/kg(见表 5), 3

份巴旦木样品中硒化合物的种类相同, 均为SeMet和Se(IV), 

SeMet 的含量相对较高 , 2 种硒形态含量之和占总硒的

75.8%~81.2%。此外, 在相同的提取和仪器条件下, 本研究

还对实际样品中的 Se(VI)和 SeCys2 进行了测定, 结果未检

出 Se(VI)和 SeCys2。实验过程中提取的 SeMet 和 Se(IV)的

含量已占到总硒的 81%, 经查阅文献[22‒25], 目前食品中硒

形态的提取效率大约在 75%~90%之间, 结果与文献相吻合。

因此巴旦木中可能存在 Se(VI)、SeCys2 或其他形态, 但因含

量过低而未能检出, 而如何提高提取效率进而对含量较低

的硒形态进行检测是需要进一步研究解决的问题。 

 
表 3  2 种硒形态的线性方程、相关系数与检出限 

Table 3  Linear equations, correlation coeficients and limits of detection for 2 kinds of selenium species 

形态 线性方程 相关性系数 线性范围/(μg/L) 仪器检出限/(μg/L) 方法检出限/(mg/kg) 

Se(IV) Y=101X‒139 0.9999 2.0~1200.0 0.5 0.006 

SeMet Y=111X‒65.9 0.9999 2.0~1200.0 0.5 0.006 
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图 3  低浓度的色谱分离图 

Fig.3  Chromatographic separation diagram of low concentration 
 

表 4  方法的回收率(n=3) 
Table 4  Results of recoveries for selenium (n=3) 

编号 加标量/(μg/L) 回收率/% 相对标准偏差/%

Se(IV) 
30 106 4.7 

40 96 3.0 

SeMet 
30 90 3.2 

40 95 4.8 

 
表 5  样品的测定结果 

Table 5  Determination results of samples 

序号 总硒/(μg/kg) Se(IV)/ 
(μg/kg) 

SeMet/ 
(μg/kg) 

提取效率
/% 

1 70.7 

20.1 37.4 

81.2 20.8 37.0 

19.4 37.6 

2 55.4 

14.9 28.3 

75.8 14.2 27.6 

14.0 27.0 

3 64.3 

20.5 30.9 

79.2 21.0 30.1 

20.1 30.2 

 

3  结  论 

HPLC-ICP-MS 是分析食品中硒形态常用的方法之一。

本研究以鲜有报道的新疆巴旦木为原材料, 通过比较提取

效率进而对提取方法进行了优化, 结合最优色谱和质谱条

件, 建立了分析巴旦木中 2 种硒形态的方法。该方法能够

满足测定巴旦木中 SeMet 和 Se(IV)含量工作的需要, 对建

立巴旦木中硒元素形态指纹图谱、全面了解新疆巴旦木的

硒营养提供一定的技术支持, 也为地方农产品升级和居民

健康膳食提供科学理论依据。 
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