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湿法消解-电感耦合等离子体发射光谱法检测 

富硒豆类中硒蛋白含量 

贾  玮 1,2*, 周媛媛 1, 许牡丹 1, 石  琳 1, 莫海珍 1,2, 张  浩 3, 夏曾润 4, 祁  蒙 4 

(1. 陕西科技大学食品与生物工程学院, 西安  710021; 2. 陕西农产品加工技术研究院, 西安  710021;  
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摘  要: 目的  结合不同提取方式建立湿法消解-电感耦合等离子体发射光谱法(inductively coupled plasma 

optical emission spectrometry, ICP-OES)检测富硒豆类中硒蛋白含量的方法。方法  分别以水、0.5 mol/L 氯化

钠溶液、75%乙醇(V:V)、0.1 mol/L 氢氧化钠溶液为溶剂, 超声辅助提取富硒豆类中的硒蛋白, 硝酸-过氧化氢

体系湿法消解样品, 采用 ICP-OES 检测硒蛋白含量。结果  以氢氧化钠溶液作提取剂, 硒元素分析谱线为

196.0 nm, 检测效果最佳, 线性关系良好, 相关系数大于 0.99, 检出限为 0.082 mg/kg, 定量限为 0.272 mg/kg。

硒标准溶液的加标回收率为 90.0%~98.5%, 相对标准偏差为 3.1%~6.3%, 硒代蛋氨酸标准溶液的加标回收率

为 84.0%~92.8%, 相对标准偏差为 0.2%~1.8%。结论  该方法前处理提取效果好, 湿式消解法消解样品完全,

方法的物理化学干扰少, 具有良好的准确度和精密度, 适用于富硒豆类食品中硒蛋白含量的准确检测。 

关键词: 湿法消解; 电感耦合等离子体发射光谱法; 富硒豆类; 硒蛋白 

Determination of selenium protein in Se-enriched beans by wet 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of selenium protein in Se-enriched beans 

using wet digestion-inductively coupled plasma optical emission spectrometry (ICP-OES) combined with different 

extraction methods was proposed. Methods  Four extraction solvents: Water, sodium chloride solution (0.5 mol/L), 

ethanol (75%, V:V) and sodium hydroxide solution (0.1 mol/L) were used to extract selenium protein in Se-enriched 

beans assisted by ultrasonic, the samples were digested with nitric acid hydrogen peroxide system by wet digestion 
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method, and the selenium protein were determined by ICP-OES. Results  Sodium hydroxide solution was used as 

extractant and the spectral line of selenium was 196.0 nm, the result was the best, the selenium elements had good 

linear relationships, and the correlation coefficients were greater than 0.99, the limits of detection were 0.082 mg/kg, 

the limits of quantification were 0.272 mg/kg. The recoveries of selenium standard solution were 90.0%‒98.5%, and 

the relative standard deviations were 3.1%‒6.3%. The recoveries of selenomethionine standard solution were 

84.0%‒92.8%, and the relative standard deviations were 0.2%‒1.8%. Conclusion  This method has the best 

extraction effect, the samples can be completely digested by wet digestion, the method has less physical and chemical 

interference and good accuracy and precision, which is suitable for the accurate detection of selenium protein in 

Se-enriched beans. 

KEY WORDS: wet digestion; inductively coupled plasma optical emission spectrometry; Se-enriched beans; 

selenium protein 

 

0  引  言 

硒具有清除人体内自由基、抗氧化、抗衰老、抗肿瘤、

预防心肌梗塞和心脑血管疾病、预防癌变、提高机体免疫

力等生物学功能, 已被世界卫生组织定为继碘、锌之后的

第三大微量营养保健元素[1‒2]。人体中的硒必须从体外摄取, 

硒的缺乏会对机体造成不良影响。我国推荐成人膳食硒日

摄入量为 50~250 μg, 普遍接受的每日硒摄入量在 50~  

200 μg 之间, 上限为 400 μg[3‒4]。由于土壤中硒分布不均的

问题, 大多数地区的居民都处于缺硒状态[5]。因此, 研究农

产品及食品中硒含量分布及质量安全, 对制定富硒农产品

和食品标准、指导居民科学补硒具有重要意[6]。 

硒的存在形式主要有无机硒和有机硒 2 种, 不同形态

硒对人体的吸收、生物效应及毒性作用不同[7]。无机硒主

要以四价和六价形式存在, 摄入过量会导致急性或慢性中

毒, 如硒酸盐或亚硒酸盐会引起生物体病变[8]。有机硒在

动植物体内主要以硒蛋白的形式调控和实现生物学功能, 

在神经系统发育、免疫功能调节、疾病的预防与治疗等方

面起着重要作用[9‒10]。动物体内的硒主要来源于食物, 膳

食硒蛋白经消化水解为硒代甲硫氨酸和硒代半胱氨酸, 被

机体吸收[11]。 

富硒豆类中的有机硒如硒蛋白很难被有效提取, 为准

确检测其含量, 要进行消解处理, 使有机硒转变为易于检测

的无机硒[12]。消解方法有湿法消解、干法灰化消解及微波

消解等[13]。微波消解操作烦琐、用时较长、样品易损失; 干

法灰化消解会使食品中的硒以挥发性化合物的形式损失, 

导致硒含量检测误差较大, 影响检测结果的可靠性; 而湿法

消解操作简单、成本低、重现性好, 与干法灰化消解相比损

失较少[14‒15], 若再以超声辅助提取, 湿法消解可实现富硒

豆类样品中的硒蛋白的有效分离和准确检测[16]。 

硒形态检测方法包括高效液相色谱-氢化物发生-原子

荧光光谱法、毛细管电泳-电感耦合等离子体质谱法、体积

排阻色谱-电感耦合等离子体质谱法、高效液相色谱-电感

耦合等离子体质谱法和高效液相色谱 -电喷雾质谱法    

等[5,17‒21]。其中, 原子荧光光谱法是 GB 5009.93—2017《食

品安全国家标准 食品中硒的测定》检测食品中硒的第一

法, 但在检测时存在荧光淬灭效应和散射光干扰, 影响检

测结果的准确性[22]。电喷雾质谱与电感耦合等离子体质谱

设备价格昂贵, 维护和运行成本较高[23]。与电感耦合等离

子 体 质 谱 法 相 比 , 电 感 耦 合 等 离 子 体 发 射 光 谱 法

(inductively coupled plasma optical emission spectrometry, 
ICP-OES)具有价格低、线性范围宽、精密度好、灵敏度高、

检出限低、检测速度快与干扰小的特点[24]。 

目前, 仅有检测总硒与无机硒含量的相关国家标准

和行业标准, 有机硒含量多以测定总硒与无机硒含量后通

过差减法间接获取, 鲜少有针对农产品中硒蛋白含量的直

接分析方法[25]。基于此, 本研究采用超声辅助法提取富硒

豆类中硒蛋白, 硝酸-过氧化氢体系湿法消解硒蛋白, 采用

ICP-OES 检测, 为富硒豆类中硒蛋白含量的检测提供参考

和技术支撑。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

氯化钠(分析纯, 天津鼎盛鑫化工有限公司); 无水乙

醇(分析纯, 天津天力化学试剂有限公司); 盐酸(分析纯, 

洛阳昊华化学试剂有限公司); 硝酸(分析纯, 四川西陇科

学有限公司); 过氧化氢(分析纯, 天津欧博凯化工有限公

司); 氢氧化钠(优级纯)、硒标准溶液(1000 μg/mL)、硒代蛋

氨酸(纯度＞97.0%)(上海阿拉丁生化科技股份有限公司); 

实验用水均为超纯水。 

样品为购自湖北恩施地区市售的富硒黑豆、红豆、绿

豆和陕西西安地区市售的普通绿豆。 

1.2  仪器与设备 

ICAP6300 型电感耦合等离子体发射光谱仪 (美国

Thermo Fisher Scientific公司); IKA电热板(德国 IKA公司); 

TY2018001252 型立式高速冷冻离心机(湖南赫西仪器装备



7522 食 品 安 全 质 量 检 测 学 报 第 12 卷 
 
 
 
 
 

有限公司); KQ-500DE 型数控超声波清洗器(江苏昆山超声

仪器有限公司); FE28 型 pH 计[梅特勒-托利多仪器(上海)

有限公司]; CS-700 型高速多功能粉碎机(浙江武义海纳电

器有限公司); Vortex Genie2T 型旋涡混合器(美国 Scientific 

Industries 公司); Milli-Q Integral 型纯水仪(美国 Millipore

公司)。 

1.3  样品前处理  

富硒黑豆、红豆、绿豆和普通绿豆样品分别用实验室

规模的粉碎机粉碎后过 100 目筛, 使用石油醚按照料液比

1:10 (g:mL)分别脱脂 30 min, 静置澄清, 倾出上层石油醚, 

再按上述料液比加入石油醚, 反复脱脂, 直到上层石油醚

无色为止, 将下层脱脂后的样品放入烘箱 40 ℃挥干, 用于

制备硒蛋白[26]。 

4 种硒蛋白提取方法参照程利增[26]和唐雅园等[27]的

方法并做适当修改, 具体如下。 

分别准确称取富硒黑豆、红豆、绿豆和普通绿豆各

0.5 g(精确到 0.001 g), 按照料液比 1:10 (g:mL)分别向样

品中加入超纯水、0.5 mol/L 氯化钠溶液、乙醇(75%, V:V)

和 0.1 mol/L 氢氧化钠溶液, 40 ℃超声辅助提取 60 min, 

在超声提取的过程中, 每间隔 10 min 振摇 1 次离心管, 

防止样品粉末长时间沉淀在离心管下层, 附着在管壁上,    

6000 r/min 离心 15 min, 取上清液, 用 0.1 mol/L 盐酸溶

液分别调节 pH 为 4.0、4.3、5.5 和 4.6, 6000 r/min 离心

15 min, 取沉淀, 即得富硒黑豆、红豆、绿豆和普通绿豆

的水溶性硒蛋白、盐溶性硒蛋白、醇溶性硒蛋白和碱溶

性硒蛋白。 

采用湿法消解-电感耦合等离子体发射光谱法检测富

硒豆类中各类硒蛋白含量。富硒黑豆、红豆、绿豆和普通绿

豆的水溶性硒蛋白、盐溶性硒蛋白、醇溶性硒蛋白和碱溶性

硒蛋白样品中分别加入 20 mL 超纯水、5 mL 硝酸和 3 mL

过氧化氢, 置于电热板上加热消解, 消解液消解至清亮无

色或淡黄色透明, 则已消解完全, 继续加热至 1~2 mL, 冷

却至室温, 超纯水定容至 10 mL, 混匀, 0.22 μm 滤膜过滤, 

采用 ICP-OES 分别在 196.0、203.9 和 206.2 nm 下检测富

硒黑豆、红豆、绿豆和普通绿豆中各类硒蛋白含量, 同时

做空白实验, 实验用玻璃容器提前在硝酸溶液(20%, V:V)

中浸泡 24 h 以上, 用超纯水清洗后晾干备用。 

1.4  仪器工作参数 

电感耦合等离子体发射光谱具体工作参数参照杨佳

等[28]的方法并做适当修改。具体为: 观测方向: 水平; 高

频功率: 1.15 kW; 辅助气流量: 0.5 L/min; 雾化器气体流

量: 0.5 L/min; 光室温度: 38 ℃; 泵速: 50 r/min; 曝光时间: 

30 s; 溶剂清洗时间: 10 s; 样品清洗时间: 20 s。 

1.5  线性关系、检出限和定量限 

精密量取适量硒标准储备液, 分别置于 6 个 10 mL 棕

色量瓶中, 制备含有浓度依次为 0.000、0.005、0.010、0.020、

0.030、0.040 mg/L 的硒标准曲线溶液, 加 5% 硝酸(V:V)

溶液定容至刻度, 混匀, 采用 ICP-OES 检测。取 12 份试剂

空白样品按照样品的检测方法检测, 以 3 倍的标准偏差除

以标准曲线斜率的方法计算检出限 (limit of detection, 

LOD), 以 10 倍的标准偏差除以标准曲线斜率的方法计算

定量限(limit of quantitation, LOQ)[29]。 

1.6  回收率 

选取普通绿豆样品, 分别添加 3 个浓度水平的硒标准

溶液和硒代蛋氨酸标准溶液, 每个浓度水平进行 6 次平行

实验, 以样品检测值和加入量进行回收率的计算。 

1.7  实际样品测定 

选取湖北恩施地区市售的富硒黑豆、红豆、绿豆样品

进行硒蛋白含量的检测。 

1.8  数据处理 

采用 Microsoft Excel 2007 进行数据处理, 采用 Excel 

2007 绘制图表。 

2  结果与分析 

2.1  前处理方法的优化 

2.1.1  消解条件的选择 

硝酸具有强氧化性 , 消解有机物效果显著 , 加 5~   

10 mL 硝酸可将 0.5 g 植物样品完全消解[30]。本研究用   

20 mL超纯水使样品充分分散在水溶液中, 再用 5 mL 硝酸

和 1、2、3、4、5 mL 过氧化氢体系分别作为消解液进行

消解。通过实验结果可知, 加 1 mL 和 2 mL 过氧化氢的消

解液消解速度慢, 消解不充分, 而加 3 mL 过氧化氢的消解

液的消解速度快, 消解完全, 溶液清澈没有沉淀, 空白值

较低, 加 4 mL 和 5 mL 过氧化氢的消解液消解效果与加   

3 mL 过氧化氢的消解液消解效果相同, 因此选择 5 mL 硝

酸和 3 mL 过氧化氢作为消解体系。 

2.1.2  不同提取剂对富硒黑豆、红豆、绿豆和普通绿豆硒

蛋白影响 

富硒黑豆、红豆、绿豆和普通绿豆样品经过脱脂处

理 , 且硒蛋白在其等电点沉淀 , 需经过提取分离得到硒

蛋白。采用 ICP-OES 分别检测不同提取剂提取富硒黑豆、

红豆、绿豆和普通绿豆中硒蛋白含量, 结果见表 1。由表

1 可知, 使用氢氧化钠溶液(0.1 mol/L)作提取剂, 对富硒

黑豆、红豆、绿豆和普通绿豆硒蛋白的提取效果最佳, 且

相对标准偏差(relative standard deviations, RSDs)不超过

6.9%, 与梁潘霞等[31]、FANG 等[32]、张涛等[33]、方建军

等[34]、胡秋辉等[35]的研究结果一致。因此, 本研究选择

氢氧化钠溶液(0.1 mol/L)作提取剂。 
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表 1  不同提取溶剂检测结果和相对标准偏差(n=6) 
Table 1  Detection results and relative standard deviations (RSDs) of different extraction solvents (n=6) 

提取剂 
谱线 
/nm 

富硒黑豆 富硒红豆 富硒绿豆 普通绿豆 

平均值 
/(μg/100 g) 

RSDs
/% 

平均值 
/(μg/100 g)

RSDs
/% 

平均值 
/(μg/100 g) 

RSDs 
/% 

平均值 
/(μg/100 g)

RSDs 
/% 

超纯水 

196.0  13.0  1.2   3.6  8.4   8.0 13.6   7.8  4.1 

203.9 244.2  5.2 301.2  0.5 312.6  2.0 296.2  0.7 

206.2  54.8 25.7   9.2 13.8  25.8 10.6  ND  4.8 

NaCl 溶液(0.5 mol/L) 

196.0  23.2 17.7   9.4  2.4   7.2 16.9   4.8  7.1 

203.9 238.2  1.0 240.2  2.0 239.4  5.4 216.0  1.0 

206.2   7.4 12.2 ND 29.8   8.0 21.5   3.4 20.1 

乙醇(75%, V:V) 

196.0   6.6 13.9   2.8  7.2   3.0  2.3   2.8  0.2 

203.9  74.0  0.1 124.8  5.7 117.8  1.4  64.8  1.2 

206.2  ND 18.4   8.2  3.3  ND  8.0  ND 16.1 

NaOH 溶液(0.1 mol/L) 

196.0  32.2  2.4  16.8  1.8  16.2  3.1  15.2  2.3 

203.9 255.4  0.5 232.2  1.3 226.0  5.5 216.0  1.7 

206.2  13.8  3.1  31.8  6.9  23.6  5.4  23.2  4.8 

注: ND 为未检出。 
 
 

2.1.3  分析谱线波长的选择 

针对富硒黑豆、红豆、绿豆和普通绿豆硒蛋白的检测, 

为确认最佳分析谱线, 本研究选择硒元素的 3 条特征谱线, 

分别为 Se 196.0 nm、Se 203.9 nm 和 Se 206.2 nm, 不同谱

线下的检测结果如表 1 所示。根据不同谱线的测定结果相

近或一致原则, 结合分析谱线精密度、灵敏度、光谱干扰、

背景干扰等情况, 确定定量谱线。通过比对 196.0、203.9

和 206.2 nm 3 条特征谱线下的结果, 表明以氢氧化钠溶液

(0.1 mol/L)作提取剂, 硒元素在 3 条特征谱线下均检出, 在

196.0 nm 和 206.2 nm 下的检测结果相近, 196.0 nm 下的精

密度优于 206.2 nm, 因此选择分析谱线 196.0 nm 检测富硒

豆类中硒蛋白。 

2.2  线性关系、检出限和定量限 

方法线性回归方程为 Y=0.958X‒0.001, 相关系数 r2 为

0.998, 线性范围为 0.000~0.040 mg/L, 检出限为 0.082 mg/kg, 

定量限为 0.272 mg/kg。结果表明, 该方法灵敏度高, 检出

限低, 线性关系良好, 满足分析要求。 

2.3  方法准确度和精密度 

通过硒蛋白的加标回收实验, 考察方法的准确度, 进

一步证明本方法检测实际样品的能力。目前尚无硒蛋白的

标准物质, 本研究分别在已知含量样品中加入一定质量浓

度的硒标准溶液和硒代蛋氨酸标准溶液进行加标回收实验, 

结果如表 2 所示, 使用氢氧化钠溶液(0.1 mol/L)作提取剂, 

分析谱线为 196.0 nm 时 , 硒标准溶液的加标回收率为

90.0%~98.5%, RSDs 为 3.1%~6.3%; 硒代蛋氨酸标准溶液

的加标回收率为 84.0%~92.8%, RSDs 为 0.2%~1.8%。实验

结果表明, 该方法的准确度与精密度良好, 满足分析要求, 

检测结果准确, 适用于富硒豆类硒蛋白的检测。 

2.4  实际样品测定 

对购自湖北恩施地区市售的富硒黑豆、红豆、绿豆样

品进行硒蛋白含量的检测, 结果见表 3。 

在全部样品中均检出硒蛋白, 富硒豆类中硒蛋白含

量为 16.2~32.2 μg/100 g, 其中富硒黑豆中硒蛋白含量高于

富硒红豆和富硒绿豆中硒蛋白含量。 

3  结  论 

本研究使用 4 种提取溶剂超声辅助提取富硒豆类中硒

蛋白, 经优化氢氧化钠溶液(0.1 mol/L)提取效果最佳, 使用

硝酸-过氧化氢体系湿法消解硒蛋白, 缩短了消解时间, 采

用 ICP-OES 对实现了富硒豆类中硒蛋白的直接定量检测。

冯洪燕等[36]采用电感耦合等离子体质谱法测定市售富硒食

品中总硒与无机硒含量, 间接得到有机硒含量, 而本方法通

过将有机硒消解为无机硒直接测定有机硒含量。硒的生物学

功能取决于硒的存在形态, 有机硒在动植物体内主要以硒

蛋白的形式调控和实现生物学功能, 因此, 富硒产品中有机

硒的直接定量分析方法可为相关部门的监管工作提供技术

支持, 同时也能从侧面引导消费者正确补硒, 降低盲目补硒

的风险。 



7524 食 品 安 全 质 量 检 测 学 报 第 12 卷 
 
 
 
 
 

表 2  硒标准溶液及硒代蛋氨酸标准溶液加标回收率及相对标准偏差(n=6) 
Table 2  Recoveries and relative standard deviations of selenium standard solution and selenomethionine standard solution (n=6) 

谱线/nm 基质 提取剂 本底值/(μg/100 g) 加入量/(μg/100 g) 回收率/% RSD/% 

196.0 

普通绿豆 

氢氧化钠溶液(0.1 
mol/L) 

10.4 

20 90.0 6.3 

40 93.5 3.1 

80 98.5 3.5 

超纯水  6.4 

20 83.0 1.0 

40 92.0 3.4 

80 98.3 3.4 

氯化钠溶液(0.5 mol/L) 13.2 

20 79.0 6.3 

40 96.5 9.2 

80 85.3 1.7 

乙醇(75%, V:V)  6.8 

20 78.0 3.5 

40 87.5 5.1 

80 95.0 1.1 

普通绿豆硒蛋白 

氢氧化钠溶液(0.1 
mol/L) 

15.2 

20 84.0 1.6 

40 87.5 0.2 

80 92.8 1.8 

超纯水  7.8 

20 77.0 1.1 

40 84.5 1.7 

80 89.5 3.5 

氯化钠溶液(0.5 mol/L)  4.8 

20 82.0 3.6 

40 87.0 1.7 

80 90.3 0.9 

乙醇(75%, V:V)  2.8 

20 77.0 2.7 

40 86.0 3.1 

80 87.8 2.5 

 
表 3  市售富硒豆类样品检测结果(n=6) 

Table 3  Test results of Se-enriched beans in market (n=6) 

种类 平均值/(μg/100 g) RSDs/% 

富硒黑豆 32.2 2.4 

富硒红豆 16.8 1.8 

富硒绿豆 16.2 3.1 
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