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液相色谱-电感耦合等离子质谱联用法测定 
大豆中的 5 种硒形态 

魏琴芳 1, 贾彦博 1, 胡文彬 1, 洪春来 2*, 韦燕燕 3 
(1. 杭州市食品药品检验研究院, 杭州  310022; 2. 浙江省农业科学院环境资源与土壤肥料研究所, 杭州  310021;  

3. 广西大学农学院, 南宁  530004) 

摘  要: 目的  建立液相色谱-电感耦合等离子质谱法(liquid chromatography-inductively coupled plasma mass 

spectrometry, LC-ICP-MS)测定谷物类大豆样品中 5 种硒形态[硒代胱氨酸(SeCys2)、甲基硒代 L-半胱氨酸

(MeSeCys)、亚硒酸根(SeⅣ)、硒代蛋氨酸(SeMet)和硒酸根(SeVI)]的分析方法。方法  样品采用超声水解, 加

入链酶蛋白酶 E 提取, 经 C18 反向色谱柱(4.6 mm×150 mm, 5 μm, 100 Å)分离, 以 30 mmol/L 磷酸氢二铵、    

0.5 mmol/L 四丁基溴化铵、2%甲醇为流动相, 流动相的 pH 用甲酸调节至 5.8~6.0, 通过 ICP-MS 测定 5 种硒

形态。结果  经方法优化后, LC-ICP-MS 方法可以在 8 min 内将 5 种硒形态完全分离, 且各个硒形态标准曲线

的线性关系良好 (r2 ≥ 0.995), 方法检出限为 0.5~1.0 μg/L, 定量限为 1.5~3.0 μg/L, 加标回收率为

97.34%~100.33%, 相对标准偏差为 0.46%~1.2%。结论  本方法具有前处理简单、快捷, 灵敏度高, 分析速度

快等优点, 适用于大豆食品中硒的形态分析。 
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Determination of 5 kinds of selenium species in soybean by liquid 
chromatography-inductively coupled plasma mass spectrometry 

WEI Qin-Fang1, JIA Yan-Bo1, HU Wen-Bin1, HONG Chun-Lai2*, WEI Yan-Yan3 
(1. Hangzhou Institute for Food and Drug Control, Hangzhou 310022, China; 2. Institute of Environment, Resource Soil 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for determination of 5 different forms of selenium [selenium 

cystine (SeCys2), methyl selenium generation L-cysteine (MeSeCys), and selenium acid radical (Se Ⅳ), 

selenomethionine (SeMet) and selenium acid group (SeVI)] in grain soybean samples by liquid chromatography with 

inductively coupled plasma mass spectrometry (LC-ICP-MS). Methods  The samples were hydrolyzed by 

ultrasound and extracted by adding pronase E, and separated by C18 chromatographic column (4.6 mm×150 mm, 5 

μm, 100 Å) using 30 mmol/L diammonium phosphate, 0.5 mmol/L tetrbutyl ammonium bromide, and 2% methanol 

as mobile phase. The pH of the mobile phase was adjusted to 5.8~6.0 by formic acid, then 5 selenium forms were 

determined by ICP-MS. Results  After the optimization of the method, 5 selenium forms could be separated 

completely in 8 minutes by LC-ICP-MS, and the linear relationship of the standard curves of selenium forms was 
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good (r2≥0.995). The limits of detection the method were 0.5–1.0 μg/L, the limits of quantitation were 1.5–     

3.0 μg/L, the recovery rates were 97.34%–100.33%, and the relative standard deviations were 0.46%–1.2%.  

Conclusion  This method has the advantages of simple, fast pretreatment, high sensitivity and fast analytical speed, 

and is suitable for speciation analysis of selenium species in soybean food. 

KEY WORDS: liquid chromatography; inductively coupled plasma mass spectrometry; soybean; selenium species 
 
 

1  引  言 

目前, 富硒食品逐渐进入大众的视野, 硒的形态分析

已成为一个热门的研究方向。研究证明, 食品中硒的可利

用价值由硒的化学形态决定, 硒的不同化学形态对人体的

吸收、生物效应、毒性及防癌作用不同[1–3]。硒在有机硒的

形态下添加到食品中可以起到预防心血管疾病的作用, 有
机硒存在人体内也可以起到防止人体器官老化、预防心脏

病、预防风湿性关节炎的作用[4–7]。人类摄取硒元素的主要

来源是硒蛋氨酸(SeMet)[8–10]。硒在硒蛋白的形态下通过氧

化还原作用调控人体激素动态平衡, 维持人体正常生理活

动。通过食用富硒食品来补硒可能会成为今后的热点问题, 
在今后的研究中可以将不同形式的硒融入到日常饮食中。

故此研究对于食品中硒形态分析具有指导意义。 
现阶段, 用于硒元素的形态分析检测方法有多种, 例

如, 电分析法、光谱法、质谱法等[1,2]。其中联用技术在形态

分析中发挥了尤为重要的作用, 与单一的技术相比较, 联用

技术在分析灵敏度、准确度、分析速度等多方面都更为优秀, 
且具有多元素检测、元素特效性、动态范围宽广等优      
点[11–15]。但目前对于大豆中 5 种硒形态的分析报道相对   
较少。 

本研究建立了液相色谱与电感耦合等离子质谱技术
(liquid chromatography with inductively coupled plasma 
mass spectrometry, LC-ICP-MS)分析大豆中的 5 种硒形态, 
运用不同的色谱分离柱来完成不同种类样品形态的分离, 
再以 ICP-MS 来担当信号输出, 具有检测限低、线性范围

宽、高灵敏度、高选择性、高分析速度等优点, 为相关研

究提供参考。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

Agilent7700cx 型 ICP 质谱仪、1260 液相色谱仪(美国

Agilent 公司产品); C18 反向色谱柱(4.6 mm×150 mm, 5 μm, 
100 Å)、C18 预柱(4.6 mm×10mm, 5μm, 100 Å, 海光仪器); 
AP-9925无油真空泵(天津奥特赛恩斯); KQ-250E超声波清

洗器(昆山超声仪器有限公司); Neofuge 15R 台式高速离心

机(上海力申科学仪器有限公司)。 
磷酸氢二胺(优级纯, 天津市科密欧化学试剂有限公

司)、四丁基溴化铵(分析纯, 上海 MACKLIN 公司); 甲醇

(色谱纯, 美国 J.T.BaKer 公司); 链霉蛋白酶(上海源叶生物

科技有限公司); 淀粉酶(上海安谱科学仪器有限公司); 氨
水(分析纯, 杭州龙山精细化工有限公司); 甲酸(分析纯, 
上海凌峰化学试剂有限公司); 硒代蛋氨酸标准物质(纯度

98%, 1 g)、L-硒代胱氨酸标准物质(纯度 98%, 250 mg)、Se-
甲基硒代-L-半胱氨酸(纯度 98%, 1 g，北京百灵威科技有限

公 司 ); 硒 酸 根 标 准 物 质 (1005 μg/g±7 μg/g, 美 国

iNORGANIC VENTURES 公司); 亚硒酸根溶液标准物质

(纯度 98%, 5 g, 美国 Maya-R 公司); 实验用水均为实验室

超纯水。 
大豆样品为市售。 

2.2  标准溶液的配制 

称取 163.3 mg亚硒酸根标准物质于 100 mL容量瓶中, 
用超纯水定容至刻度, 得浓度为 1000 mg/L(以硒计)的标准

储备溶液。 
称取 230.6 mg Se-甲基硒代-L-半胱氨酸标准物质于

100 mL 容量瓶中 , 用超纯水定容至刻度 , 得浓度为   
1000 mg/L(以硒计)的标准储备溶液。 

称取 248.4 mg 硒代蛋氨酸标准物质于 100 mL 容量瓶

中, 用超纯水定容至刻度, 得浓度为 1000 mg/L(以硒计)的
标准储备溶液。 

称取 124.2 mg 硒代胱氨酸标准物质于 500 mL 容量瓶

中, 用超纯水定容至刻度, 得浓度为 200 mg/L(以硒计)的
标准储备溶液。 

分别准确吸取 1 mL 硒代蛋氨酸标准储备溶液、亚硒

酸根标准储备溶液、Se-甲基硒代-L-半胱氨酸标准储备溶

液、硒酸根标准物质(1000 mg/L), 吸取 5 mL 硒代胱氨酸标

准储备溶液于 100 mL 容量瓶中, 用超纯水定容至刻度, 得
浓度为 10 mg/L(以硒计)的标准中间溶液。标准物质、标准

储备溶液、标准中间溶液均储存于 0~4 ℃冰箱中。 
使用前吸取相应体积的标准中间溶液于 10 mL 容量

瓶中, 用超纯水稀释至刻度, 混匀, 得到浓度分别为 10、
30、50、100、200 μg/L 的标准使用溶液。 

2.3  样品处理 

取一定量的大豆试样进行粉碎、混匀, 过 0.850 mm 孔

径筛, 称取样品 0.2 g(精确至 0.001 g)于 10 mL 离心管中, 称
取 20 mg 链霉蛋白酶 E 溶于 6 mL 超纯水, 经涡旋混匀, 置
于水温恒温 37 ℃ 超声清洗器中, 设置 60 min 超声提取。

待提取结束后, 吸取上清液, 于 8000 r/min 离心 20 min, 过
0.22 μm 的有机滤膜, 然后上机进行检测。同时做样品空白。 
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2.4  仪器条件 

液相色谱条件 : C18 反向色谱柱 (4.6 mm×150 mm,    
5 μm, 100 Å); 流动相为 30 mmol/L 磷酸氢二铵 +       
0.5 mmol/L四丁基溴化铵+2%甲醇, 用 10%甲酸调节 pH至

6.0, 流速为 1.0 mL/min, 进样量为 100 μL, 梯度洗脱。 
ICP-MS 检测条件: RF 发射功率 1500 W, RF 匹配  

1.60 V, 采样深度 8.0 mm, 载气(氩气)流速 1.2 L/min, 雾化

室温度 2 ℃, 蠕动泵 0.30 r/sec。 

3  结果与分析 

3.1  仪器条件的优化 

3.1.1  色谱柱的选择 
本研究比较了文献中报道的方法 [4], 采用 Hamilton 

PRP-X100(4.1 mm×250 mm, 10 μm)阴离子色谱柱分析, 总
结了等度洗脱和梯度洗脱的分离效果, 实验表明: 采用等

度洗脱需要 23 min 才能将 5 种硒形态完全分离, 采用梯度

洗脱也需要 18 min 才能完全分离, 结果见图 1 和图 2。为

了提高分离效果, 本研究在流动相中额外加入 0.5 mmol/L
四丁基溴化铵 , 采用 C18 反向色谱柱(4.6 mm×150 mm,    
5 μm, 100 Å), 在等度洗脱条件下 8 min 之内 5 种硒形态就

可以完全分离, 大大缩短了分析时间, 结果见图 3。 
 

 
 

图 1  Hamilton PRP-X100 色谱柱条件下 5 种硒形态的色谱图 
(100 μg /L)(等度洗脱) 

Fig.1  Chromatogram of the 5 selenium species (100 μg/L) with 
Hamilton PRP-X100 column (equal elution procedure) 

 

 
 

图 2  Hamilton PRP-X100 色谱柱条件下 5 种硒形态色谱图 
(100 μg /L)(梯度洗脱) 

Fig.2  Chromatogram of the 5 selenium species (100 μg/L) with 
Hamilton PRP-X100 column (gradient elution procedure) 

 

3.1.2  流动相 pH 的选择 
流动相的 pH 不同会影响目标物的保留时间。本研究

表明: 在 pH 5.0、6.0 和 7.0 时, 5 种硒形态的分离效果不同。

当 pH=5.0 时, 所有峰均分离, 但是峰形不佳, 噪声大; 当
pH=6.0 时, 各个峰达到基线分离, 且锋形平滑; 当 pH=7.0
时, 甲基硒代 L 半胱氨酸与亚硒酸根部分重合, 结果见图

4。当对 pH 进行调整后, 硒酸根保留时间影响最大; pH 越

高硒酸根保留时间越短, 更容易与硒代蛋氨酸峰形重叠。

所以, 综合以上本研究流动相酸度选择 pH=6.0。 
 

 
 

图 3  C18 色谱柱条件下 5 种硒形态色谱图(100 μg /L) 
Fig.3  Chromatogram of a standard solution of the 5 selenium 

species (100 μg/L) with the C18 column 
 

 
 

图 4  pH 对硒形态保留时间的影响(n=3) 
Fig.4  Effect of pH on retention time of selenium species (n=3) 

 
3.1.3  流动相浓度的选择 

本实验探索了磷酸氢二铵溶液(pH=6.0)浓度分别为

15、24、30、50 mmol/L 时, 对硒形态分离效果及保留时间

的影响, 结果见图 5。结果表明当磷酸氢二铵溶液(pH 6.0)
浓度为 15 mmol/L 时, 亚硒酸根、硒代蛋氨酸即将重合; 当
磷酸氢二铵溶液(pH 6.0)浓度为 50 mmol/L 时, 硒代蛋氨酸

和硒酸根部分重合。流动相浓度会影响硒酸根的保留时间, 
流动相浓度≤30 mmol/L 时, 硒酸根保留时间与流动相浓

度呈正比; 流动相浓度＞30 mmol/L, 硒酸根保留时间与

流动相浓度呈反比。综上所述 , 本实验流动相浓度采用    
30 mmol/L 较为合适。 
3.1.4  流动相流速的选择 

本 实 验 探 究 了 当 磷 酸 氢 二 铵 pH=6.0, 浓 度 为      
30 mmol/L时, 流速分别为 0.6、0.8、1.0、1.2、1.4、1.6 mL/min
时, 5 种硒形态的分离效果, 结果见图 6。研究结果表明: 流
速越快, 各个形态的保留时间缩短; 当流速为 0.6 mL/min
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时, 锋形有毛刺, 不平滑, 且有拖尾; 流速为 0.8 mL/min
时, 锋形稍有改善; 当流速为 1.0 mL/min 时, 锋形圆滑, 
无毛刺, 基线分离。当流速为 1.2、1.4、1.6 mL/min 时, 5
种形态皆可分离, 但是综合考虑柱压、柱效等因素, C18 柱

建议最高流速 1.2 mL/min, 综合各形态保留时间长短, 故
此实验采用 1.0 mL/min 流速。 

 

 
 

图 5  磷酸氢二铵浓度对硒形态保留时间的影响(n=3) 
Fig.5  Effect of diammonium hydrogen phosphate concentration on 

retention time of selenium species (n=3) 
 

 
 

图 6  流速对硒形态保留时间的影响(n=3) 
Fig.6  Effect of flow rate on retention time of selenium species (n=3) 

 

3.2  前处理条件的优化 

3.2.1  加酶量的优化 
加入酶的多少直接影响了样品提取效率。本实验研究

了加酶量分别为 10、20、30、50 mg 时, 样品的提取效率, 
结果见图 7。研究结果表明: 当加入链霉蛋白酶 10 mg 时, 
样品的提取效率仅为 50%~60%; 当加入 20 mg 时, 提取效

率能达到 95%~102%; 加入量增加到 30 及 50 mg 时, 提取

效率没有发生明显变化, 回收率在 97%~110%之间。所以, 
本实验选择加入 20 mg 链霉蛋白酶。 
3.2.2  提取时间优化 

本研究优化了不同水浴超声时间对提取效率的影响。

分别摸索了超声提取时间 15、30、60、90 min 时, 对硒形

态提取效率的影响, 结果见图 8。实验结果表明: 当超声时

间为 15 min时, 提取效率只有 50%~60%; 当超声时间逐渐

延长, 提取效率提高; 当超声时间为 60 min 和 90 min 时, 
提取效率变化不大, 故本研究提取时间选择为 60 min。 

 

 
 

图 7  加酶量对硒形态提取效率的影响(n=3) 
Fig.7  Effect of enzyme dosage on extraction efficiency of selenium 

species (n=3) 
 
 

 
 
 

图 8  提取时间对硒形态提取效率的影响(n=3) 
Fig.8  Effect of extraction time on extraction efficiency of selenium 

species (n=3) 
 

 
3.3  方法学验证 

3.3.1  标准曲线和检出限 
按照本文优化的实验方法进行检测, 5 种硒形态均有

良好的线性。5 种硒形态的线性范围在 10~200 μg/L 之间, 
相关系数 r2 均达到 0.995 以上。通过信噪比法确定检出限

为 0.5~1.0 μg/L, 定量限为 1.5~3.0 μg/L。线性方程、线性

范围、检出限结果见表 1。 
3.3.2  加标回收实验 

选取大豆作为实验样品, 测定样品中各种硒形态本

底值, 进行加标回收实验。经测定, 样品中 5 种硒形态中

仅含有 SeMet, 其含量为 0.169 mg/kg, 其他形态均未检出。

本实验的加标浓度分别为 0.09、0.18、0.90 mg/kg。实验结

果表明: 5 种硒形态的加标回收率为 97.34%~100.33%之间, 
相对标准偏差为 0.46%~1.2%, 结果见表 2。 
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表 1  5 种硒形态的线性范围、线性方程、相关系数、检出限和定量限 
Table 1  Linear ranges, linear equations, correlation coefficients, limits of detection and limit of quantitation for 5 kinds of  

selenium species 

硒形态 线性范围/(μg/L) 线性方程 r2 检出限/(μg/L) 定量限/(μg/L) 

SeCys2 10~200.0 Y=44.1798 X+0.9006 1.000 1.0 3.0 

MeSeCys 10~200.0 Y=64.1631X+0.3999 1.000 0.5 1.5 

SeⅣ 10~200.0 Y=79.2340X+0.4707 1.000 0.5 1.5 

SeMet 10~200.0 Y=67.4847X+0.5010 1.000 0.5 1.5 

SeVI 10~200.0 Y=70.6949X+0.8023 1.000 0.5 1.5 

 
表 2  大豆样品中 5 种硒形态的加标回收率(n=6) 

Table 2  Recoveries of 5 kinds selenium species in soybean samples (n=6) 

硒形态 本底值/(mg/kg) 加标量/(mg/kg) 回收率/% 相对标准偏差/% 

SeCys2 ND 

0.09 98.22 

1.1 0.18 100.33 

0.90 99.74 

MeSeCys ND 

0.09 98.89 

0.85 0.18 98.67 

0.90 97.34 

SeⅣ ND 

0.09 98.67 

0.73 0.18 99.78 

0.90 97.48 

SeMet 0.1691 

0.09 97.95 

1.2 0.18 99.17 

0.90 99.23 

SeVI ND 

0.09 98.33 

0.46 0.18 99.00 

0.90 99.20 

注: ND 为未检出。 
 

4  结  论 

本研究建立了超声酶解提取, 液相色谱-电感耦合等

离子体质谱联用法检测大豆食品中的 SeCys2、MeSeCys、
SeⅣ、SeMet 和 SeVI 5 种硒形态分析方法。该方法前处理

步骤简单、方便快捷。流动相成分仅一种, 污染小, 8 min
内就可以将 5 种硒形态分离完全, 分离效果好且分析速度

快。该方法可以对谷物等食品的硒形态进行快速准确地分

析, 为鉴定富硒食品的硒形态提供了可行性方法, 对监测

食品安全具有指导意义。 
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