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0 引言

1817年一种有毒的微量元素硒（Se）被瑞典化

学家Berzelius发现。1973年联合国世界卫生组织宣

布硒是生物体中必需的、不可缺少的营养元素之一。

诸多研究已表明，在不同物种中，硒扮演着一个重要

角色，参与许多生命基础代谢（Donovan and Cope-

land，2010；Mariotti et al.，2012）。在机体中，硒通过

掺入到蛋白质中构成硒蛋白，具有避免细胞膜过度
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摘要：硒是生物体内必需的微量元素，其毒性和生物活性与化学形态相关，文章结合国内外研究情况从食品中总

硒的测定和硒化学形态分析两个方面进行综述。在总硒测定方法中，采用超声辅助提取总硒，并以原子吸收作为检

测器时，方法的灵敏度高，检测限低；而在硒化学形态分析中，固相萃取是效率高、准确性高、应用范围广的提取方法，

结合气相色谱—质谱联用法（GC-MS）进行测定硒化物含量时，方法的检测限较低。由于其他形态的硒含量低或结

构复杂，难以从基质中分离鉴定，目前主要关注5种形态的硒［Se（VI）、Se（IV）、SeMet、SeCys和Se-MeSeCys］，且存在

总硒测定和硒形态分析的过程均耗时较长等问题，因此今后需关注更多未知形态的硒，以便更好地利用硒，并开发绿

色快速提取、分离及检测一体化的自动化检测技术。
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Abstract：Selenium is an essential trace element in organisms，whose toxicity and biological activity are related to its
morphology. This article reviewed the two aspects of the determination of total selenium and selenium chemical speciation
analysis in food from home and abroad. In case of total selenium determination，the determination method with high sensi-
tivity and low detection limit is consisted of ultrasound-assisted extraction as a extraction way and the atomic absorption
as a detector. While in case of selenium speciation analysis，solid-phase extraction is an efficient，accurate and popular
way to extraction the selenium speciation. After that，used the gas cromatography-mass spectrometry（GC-MS）as the de-
tector would obtain the lower detection limit in all methods. Due to the low content and complex structure of selenium
compounds，it is difficult to separate and identify them from the matrix. And five forms of selenium are mainly concerned
now［Se（VI），Se（IV），SeMet，SeCys and Se-MeSeCys］. Moreover，it has spending a long time in the process of total
selenium determination and selenium form analysis. To resolve these problems，firstly，the researchers should pay atten-
tion to find more unknown selenium compounds in order to make better use of them；secondly，researchers should de-
velop an integrated detection technology of green and fast extraction，separation and detection.
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氧化（夏弈明，2011）、抗氧化（Steinbrenner and Sies，

2009）、提高免疫力（Hoffmann et al.，2010）和预防脑

部疾病（帕金森病、阿尔兹海默病和癫痫等）发生

（Naziroglu，2009；Cardoso et al.，2015；Solovyev，

2015）等多种生物学功能。但硒的安全摄入剂量范

围窄，摄入过量会引起硒中毒，摄入量不足则会导致

“克山病”的发生，2013版《中国居民膳食营养素参考

摄入量》中推荐成人对硒的摄入量为60 μg/d（程义

勇，2014），美国国家科学院医学研究所规定成人每

天对硒的最大摄入量不超过400 μg（Boyd，2011）。

硒在自然界存在的形态包括Se（VI）、Se（IV）、

Se（0）和Se（-II），其中无机硒包括亚硒酸盐（HSeO3-

和SeO3
2-）和硒酸盐（SeO4

2-）等，而通过生物转化与氨

基酸等物质结合而成的有机硒包括硒代氨基酸［硒

代蛋氨酸（SeMet）和硒代半胱氨酸（SeCys）］、各种

硒蛋白和硒多糖等。硒与人体内的多种疾病相关

（Rayman，2012），目前我国除硒中毒区（在湖北省恩

施州成人硒摄入量高达4990 μg/d）以外的大部分地

区成人硒摄入量均显著低于推荐摄入量60 μg/d（袁

丽君等，2016），即缺硒现状较普遍。现有的硒强化

剂分为无机硒强化剂和有机硒强化剂，其中无机硒

的毒性较大（Saygi et al.，2007；Tuzen et al.，2007；

Rao et al.，2010；Chen et al.，2015），生物利用率低，

大多发达国家已禁止使用无机硒强化剂，但在严重

缺硒时无机硒可快速提高人体内硒含量，长期食用

则存在较高的毒性风险（Thiry et al.，2012）；以富硒

酵母和硒蛋白为代表的有机硒强化剂与无机硒强化

剂相比，毒性低，生物利用率和安全性高。研究表

明，硒在人体中主要以硒蛋白的形式发挥作用，特别

是以SeMet形式存在的有机硒能更有效地防止硒缺

乏（Thiry et al.，2012）。硒的形态直接关系到食品中

硒的安全性、生物利用率等，为此，本文重点综述食

品中硒的总含量测定及形态分析的预处理和检测方

法，以期为食品中硒强化剂的开发利用提供参考。

1 总硒的测定

1. 1 预处理方法

1. 1. 1 湿法消解 湿法消解的消化液常用硝酸

（HNO3）和高氯酸（HClO4）。单独使用HNO3作消化

液时结果通常偏低，其原因有两方面：一是在消化期

间由于食品高温碳化导致硒损失；二是消解后硒形

态不满足测定需求的硒形态［一般为Se（IV）］。湿法

消解能完全将硒转化为无机形式，但其耗时较长，通

常需要过夜消解，且消解过程会使大量的酸挥发，实

验室污染严重。

1. 1. 2 微波消解 微波消解中常用硝酸—过氧化

氢（HNO3-H2O2）作为消化液，其中H2O2主要起到加

快反应速度及氧化脱色的作用。单独使用HNO3消

解，溶液呈黄色透明，而加入H2O2后，由于H2O2受热

分解，增大管内压力从而加快反应速率，溶液最终呈

无色透明。对于一些简单的样品（水或成分较简单

的饮料），可直接加入盐酸（HCl）将Se（VI）还原为Se

（IV），直接测定其总硒含量（Tuzen and Pekiner，

2015）。与常规的湿法消解相比，微波消解因其控

温、密闭，具有硒损失率低、耗时短、试剂用量少及自

动化等优点，常用于食品中总硒的测定。但在消解

过程中不能将所有的硒转化为Se（IV），需加入还原

剂将Se（VI）还原为Se（IV），通常选用HCl作为还原

剂，特别是用原子荧光光谱法（AFS）进行检测时，其

他还原剂（盐酸羟胺和尿素）可能会形成硒的氮氧化

物，而影响测定结果（Garcia et al.，2005）。

1. 1. 3 其他方法 与传统的消解方法相比，一些

新兴总硒提取方法的试剂用量减少，条件温和，且显

著降低提取过程中硒的损失，提高准确性。Tuzen等

（2007）利用氢氧化镁与Se（IV）形成共沉淀，测定经

酸处理后水样和饮料中的总硒含量，该方法适用于

成分简单的样品。Vale等（2007）开发了一种快速、

可重复的酶探针超声萃取方法，成功从牡蛎、贻贝和

浮游生物中萃取总硒，其结果与微波消解的结果无

显著差异，提取时间极短，条件温和（室温，pH 7.5），

有效防止硒元素损失，减少酸碱试剂使用；但该方法

使用的是蛋白酶XIV，不适用于提取以碳水化合物

为主的食品中的硒，且在提取过程中要稳定酶活性。

这些方法与传统的消解方法相比，较少使用酸碱试

剂，绿色环保，且能有效减少硒的损失，提高方法的

准确性。Shrivas和Patel（2011）使用超声辅助中空纤

维液相微萃取法测定蔬菜和水果中总硒含量，样品

经酸处理后pH调至0.8~3.0，加入到中空纤维中，然

后在超声辅助下用N-辛基乙酰胺洗脱，15 min即可

完成硒提取；结果发现提取过程几乎不受样品基质

的影响，能简单快速提取复杂生物体中的Se（IV），且

检测限（80 ng/L）比超声辅助固相萃取（100 ng/L）

低；其缺点是不能提取Se（VI），总硒的提取需加入还

原剂将Se（VI）还原为Se（IV）。Ohki等（2016）在

220 ℃下用亚临界水处理14种食物样品（包括鱼、贝

类、肉类和干海藻等），从中提取总硒并对其含量进

行测定，结果与微波消解测量结果一致；该方法仅使

用水，不使用强酸或酶，提取速度快，仪器成本低，操

作简单。Altunay和Gürkan（2017）用酸处理多种海

产品（鲑鱼、虾和吞拿鱼等）及农产品（大米、西红柿
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和蘑菇等）后，使用超声波辅助提取方法提取总硒，

该方法10 min即可将Se（IV）与非离子表面活性剂形

成复合物从水相转移至表面，该过程无需热处理，减

少了硒的损失；测定结果与标准参考材料相比无显

著差异，方法回收率为95%~103%，该提取方法有望

代替传统的消解方法。超声辅助提取及富集纯化能

有效提高硒提取率，减少硒损失，有望在食品中硒提

取液富集纯化中广泛应用。

1. 2 检测技术

根据检测技术的不同，经过消解的样品可直接

进行总硒测定或将游离状态的Se预浓缩后再进行检

测。AFS、电感耦合等离子体质谱法（ICP-MS）和原

子吸收光谱法（AAS）等方法操作简单，检测速度快，

检出限低，适合超痕量硒的样品检测，但仪器价格昂

贵。其中，氢化物发生—原子吸收法（HG-AAS）可

快速从食品基质中将硒分离出来，避免其他物质的

干扰，是测定硒元素最常见的方法之一（马作江等，

2011），其原理是在酸性介质中，用硼氢化钠将Se

（VI）还原为挥发性的Se2H，通过载气将氢化物蒸气

导入加热的T形石英管中，Se2H受热后迅速分解，将

硒离解为基态原子蒸气，从而吸收该元素的特征发

射信号。与HG-AAS相比，石墨炉—原子吸收法

（GF-AAS）具有相近的检测灵敏度，但基体干扰和灰

化导致硒损失较严重，因此消除基体干扰和选择最

佳条件是保证测定结果可靠性的关键。其中，

Rybínová等（2016）利用紫外催化Se（VI）迅速转化成

挥发性硒物质（2 min内），然后直接进入原子吸收光

谱检测器中进行检测，该方法未使用高纯硼氢化钠

和HCl，能源洁净且检测限低（27~102 ng/L），是一种

有望应用于测定食品中总硒含量的方法。

在食品中硒含量的测定中，GB 5009.93—2017

《食品安全国家标准 食品中硒的测定》在旧国标的

基础上增加了ICP-MS为第三法，与两种分光光度法

和电感耦合等离子体发射光谱法（ICP-OES）相比，

具有更快速、灵敏、试剂毒性低等优点。其原理是在

酸性环境下将样品以水溶液的气溶胶形式引入氩气

流中，然后进入氩等离子体中心区，等离子体的高温

使得样品去溶剂化、汽化、解离和电离，通过质谱仪

分离及检测质分析样品中的硒。王莹等（2009）在测

定富硒蛹虫草菌丝体中硒含量时，对比了ICP-MS、

高效液相色谱—荧光法和3,3-二氨基联苯胺分光光

度法3种方法，测定结果相似，检测线分别为0.18、

0.26和10.49 μg/L，其中高效液相色谱—荧光法和

ICP-MS的灵敏度较高，但ICP-MS具有更广的线性

范围（1.0~500.0 μg/L），适用范围广。ICP-MS已发展

成为现今最普遍的总硒检测方法之一，但具体的检

测方法可根据试验条件及样品的硒含量进行选择。

可见分光光度法与荧光分光光度法测定总硒

时，需将游离态的硒与带有生色基团的物质反应，常

用显色剂分别为3,3-二氨基联苯胺（DAB）和2,3-二

氨基萘（DAN），在特定波长下测定生成物吸光值或

荧光强度（邹涛等，2011；Dadfarnia et al.，2014）。这

两种方法检测的线性范围广，重现性好，仪器价格便

宜，已得到广泛应用，但前处理操作过程复杂，需用

到有毒试剂，空白干扰较大，需除去试剂中的荧光物

质，且检测灵敏度低，不适用于痕量硒的检测（王莹

等，2009；贾姗姗等，2012）。近年来，中子活化分析

（Zembrzuska et al.，2014）、能量色散X射线分子荧光

色谱（Li and Yu，2016）和尺寸排阻色谱—电感耦合

等离子体质谱法（Ohki et al.，2016）等方法在食品中

总硒含量的测定中也得到应用。结合样品预处理方

法和检测技术方法，预处理时使用超声辅助提取食

品中总硒能有效提高方法的检测限，尤其是以原子

吸收作为检测器时，与ICP-MS相比，具有更低的检

出限，在3.5~80.0 ng/L范围内，可用于检测食品中痕

量的硒元素。表1总结了食品中总硒含量测定的预

处理方法及检测技术。

2 硒化学形态分析

2. 1 样品的预处理

样品预处理是硒形态分析中的关键步骤，样品

经预处理后，必须保证硒形态不发生改变，且要防止

硒的损失，以保证实验的准确性。样品的预处理过

程包括对样品中硒化物的提取、浓缩及衍生等。对

于含硒量极少的样品（水和饮料等），在测硒之前还

需进行分离富集。在硒的形态分析中，不同食品的

预处理方法如表2所示。

食品中常用于提取硒的方法包括液相萃取、液

相微萃取和固相微萃取等（Dadfarnia et al.，2014；

Min et al.，2017；Wang et al.，2017）。在提取过程

中，不同形态的硒很容易受到提取溶液或介质的影

响而发生形态转变或损失，故准确获得食品中硒的

形态及其含量的关键在于提取前后硒的形态不发生

任何改变，同时要降低硒的损失率。从食品基质中

提取不同形态的硒通常需要一步或多步萃取，一步

萃取相对较简单，形态发生变化较小，但提取效率较

低；而多步萃取可根据各种硒的形态特点采取不同

的萃取方法，能显著提高样品的提取效率，但经过多

步萃取后，很难保持样品中硒形态的完整性。

2. 1. 1 液相萃取 液相萃取主要包括水提、酸提、

赵谋明等：食品中硒的总量及化学形态分析研究进展
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表 2 不同食品样品中硒的形态分析方法
Table 2 Speciation analysis method of selenium in various food samples

食品
Food
富硒茶叶及其茶汤
Selenium-rich tea leaves
and tea infusion
饮料、矿物水
Beverage，water
水、硒片、大蒜
Water，selenium
plus tablet，garlic
硒营养补充剂
Selenium nutritional
supplement

大米 Rice

大蒜、卷心菜、蘑菇
Garlic，cabbage，
mushroom

鲑鱼、比目鱼、鲱鱼等
8种水产品
Eight kinds of aquatic
products such as squid，
flounder and squid，etc.

酒、啤酒、酵母、大蒜
Wine，beer，yeast，garlic

富硒马铃薯提取液
Selenium-enriched
potato extract
富硒苹果
Selenium-rich apple

产朊假丝酵母
Torula yeast
饲料、富硒酵母
Feed，selenium-
enriched yeast

水 Water

蛤肉 Clam meat

富硒酵母
Selenium-rich yeast
富硒酵母
Selenium-rich yeast

大蒜、水 Garlic，water
水、果汁、食品
Water，juice，food

硒形态
Selenium form

Se（IV）
Se（VI）

Se（IV）

Se（IV）

SeCys
SeMet

Se-MeSeCys
甲基硒酸（MSA）

Se（IV）
Se（VI）
Se（IV）

Se（IV）
Se（VI）
SeMet
SeCys2

Se-MeSeCys
SeEt

Se（VI）
SeMet
Se（IV）

Se-MeSeCys
SeCys2

SeOMet
Se（IV）
Se（VI）
SeMet

Se-MeSeCys
SeMet

Se-MeSeCys

SeCys2

Se-MeSeCys
Se（IV）
SeMet
Se（VI）

高羊毛氨酸硒

Se（IV）
Se（VI）
SeMet
SeCys
DMSe

DMDSe
Se（IV）
SeMet

Se-MeSeCys
SeMet

SeMet
SeCys2

Se（IV）
Se（IV）

预处理方法
Pretreatment method

基于悬浮液滴固化的微萃取法

超声辅助离子液体—
分散液—液相微萃取

悬浮液滴固化—
分散液—液相微萃取法

水提取法、酶提取法
和顺序萃取法

基于纤维素接枝硫代
苹果酸的功能化

可再生纤维素吸附Se（IV）
酶提取法（蛋白酶K）

酶提取法（蛋白酶XIV）

酶提取法（蛋白酶XIV）

固相微萃取

超声辅助柠檬酸提取

超声辅助水提

超声辅以乙酸
水溶液提取

浸入式固相微萃取

双搅拌棒吸附萃
取—热解吸提取

毛细管电泳

微量柱吸附法（填料为
Cu（II）-Al2O3纳米复合物）

离子液体—分散液—液相微萃取
超声波辅助浊点提取

检测方法
Detection method
电热蒸发电感耦合
等离子体质谱法

氢化物发生—
原子吸收法
分光光度法

高效液相色谱—电喷
雾离子源质谱联用法

分光光度法

高效液相色谱—
电感耦合离子
体质谱联用法

反向离子对色谱—
电感耦合等离子

体质谱法

离子液体—反向
高效液相色谱—
氢化物发生—
原子吸收法

气相色谱—
三重四极杆质

谱联用法
高效液相色谱—
电感耦合离子
体质谱联用法

亲水相互作用色谱—
电感耦合等离子体质谱法

高效液相色谱—
氢化原子吸收光

谱联用法

毛细管气相色谱—
质谱联用法

毛细管气相色谱—
质谱联用法

电化学发光检测
器在线联用

电感耦合离子
体质谱法

电热原子吸收光谱法
氢化物发生—原子吸收光谱法

检出限
Detection limit

0.19 ng/L
0.26 ng/L

12 ng/L

1.6 μg/L

1 μg/L
0.2 μg/L
0.1 μg/L
0.9 μg/L
3.5 μg/L
0.7 μg/L

15.8 μg/L

0.15 μg/L
0.15 μg/L
0.2 μg/L
0.3 μg/L

0.25 μg/L
0.35 μg/L
0.30 μg/L
0.43 μg/L
0.54 μg/L
0.55 μg/L
0.57 μg/L
0.72 μg/L
0.92 μg/L
0.86 μg/L
1.41 μg/L
1.19 μg/L

0.143 μg/kg
0.210 μg/kg

0.6 μg/L
0.7 μg/L
0.9 μg/L
1 μg/L
1 μg/L

146 μg/kg

-

24 ng/L
27 ng/L
0.008 ng
0.180 ng
0.070 ng
0.39 μg/L

24 μg/L
21 μg/L
15 ng/L

2.45 ng/L
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3校

醇提和酶解提取等，单独使用液相萃取法萃取不同

形态硒，提取率与效率通常较低，与一些辅助方法结

合使用可提高提取效率，如微波消解技术、紫外光和

超声波等。水提法是一种较简单的提取方法，用去

离子水作为溶剂，为提高提取效率，da Silva等

（2013）用超声辅助水提法从巴西坚果中提取SeMet

和硒代胱氨酸（SeCys2）。酸提法是氨基酸分析中最

常用的方法，但含硒氨基酸极不稳定，需通过温和条

件进行提取，例如在50 ℃下使用4 mol/L HCl浸提

50 h，经标准物质（BCR-414）验证，该提取方法的加

标回收率为91%（da Silva et al.，2013），但提取时间

较长。醇提常用于有机硒的测定，Rao等（2010）用

75%乙醇提取啤酒酵母中游离的硒化物（特别是硒

醇类物质）。酶解提取条件温和，不改变硒原本的形

态，但其提取时间长，提取率不高，不能使不同形态

的硒完全提取出来，还可能存在硒的形态转化。

Bryszewska和Mage（2015）在磷酸缓冲液中使用蛋白

酶XIV提取不同水产品中6种形态的硒［Se（IV）、Se

（VI）、SeMet、硒甲基硒代半胱氨酸（Se-MeSeCys）、

SeCys2和氧化硒代蛋氨酸（SeOMet）］，与在37 ℃下

用微波辅助蛋白酶XIV提取SeMet、Se-MeSeCys、Se

（VI）和Se（IV）（Grijalba et al.，2017）相比，加标回收

率相近（90%~108%）。还有采用超声辅助热水提取

和蛋白酶XIV分步提取6种营养补充剂中6种形态的

硒，将经热水提取后的残渣再进行酶解，A产品的

SeMet含量是单一提取法的10倍，说明分步顺序提取

可有效提高硒的提取率（Zembrzuska et al.，2014）。

2. 1. 2 液相微萃取（LPME） 液相微萃取是一种

微型液相萃取方法，包括直接液相微萃取、顶空液相

微萃取和分散液—液相微萃取等，特别适用于痕量

的微量元素测定。Tuzen和Pekiner（2015）使用超声

辅助离子液体—分散液—液相微萃取法测定了啤

酒、牛奶、复合果汁、蜂蜜等10种食品中Se（IV）的含

量，由于不涉及水与萃取剂相的界面，传质过程迅

速，是一种快速、成本低、富集因子高、提取率高的萃

取方法，而且离子液体还能改善色谱峰形和分辨率。

悬浮液滴固化微萃取法是一种简单、快速、低成本、

有机溶剂用量少和浓缩因子高的萃取方法，已被广

泛用于微量元素分析。Chen等（2015）采用悬浮液滴

固化微萃取法研究富硒茶叶中硒的种类［包括总硒、

悬浮态、可溶态、有机态、Se（IV）及Se（VI）］和分布规

律，该方法的富集因子为500，对硒具有很强的富集

能力。浊点提取（CPE）是利用非离子表面活性剂在

加热条件下形成胶束，与金属离子形成螯合物，进而

从各种物质中提取痕量的金属离子。由于该提取方

法简单，价格低廉，富集因子高，能保持萃取物质的

原有结构，且溶剂对环境毒性较小，已成为常规溶剂

萃取的替代品（Pytlakowska et al.，2013）。Wang等

（2017）开发了双浊点萃取法程序对12种海产品中痕

量水平的硒进行提取，与传统CPE相比，可消除表

面活性剂在氢化物生成过程中的影响，并将Se（IV）-

APDC转化为游离Se（IV），以增强荧光信号。

2. 1. 3 固相微萃取（SPME） 固相微萃取是一种

无溶剂的萃取技术，基于待测样品在不同的萃取涂

层中达到固—气或固—液相吸附或吸收平衡，从而

将待测物质从基质中分离。按固定相吸附和富集样

品中的待测物质，一般分为浸入式固相微萃取和顶

空固相微萃取两种类型。浸入式固相微萃取适用于

分析气体和液体样品中的非挥发性有机化合物，而

顶空固相微萃取主要用于分析复杂基质中的挥发性

和半挥发性有机化合物（张绿茵等，2012），如二甲基

硒（DMSe）和二甲基二硒醚（DMDSe）。然而，大多

数水溶性硒物种不能直接使用固相微萃取，需利用

衍生剂将其转化成挥发性硒化物进行萃取。Gion-

friddo等（2012）用氯甲酸烷基酯作衍生剂，测定了富

硒马铃薯提取液中的SeMet和Se-MeSeCys含量；该

衍生反应是在室温水溶液中进行，效率高、操作简

便，这两种硒化物的回收率为82.3%~116.3%。搅拌

棒吸附萃取是一种新型的固相微萃取技术，具有固

定相体积大，萃取容量高，无需外加搅拌子，可避免

竞争性吸附，能自身搅拌的同时实现萃取富集等优

点（许志刚等，2011），该技术已广泛用于食品样品分

析的预处理。

2. 2 硒化学形态分析的检测方法

通过不同的预处理方法，可从食品中获取不同

形态的硒化物，通常多种形态的硒会同时存在，在检

测前需对其进行分离。常用的分离方法有高效液相

色谱（HPLC）、阴离子交换色谱、离子色谱（IC）、毛细

管电泳色谱（CE）和气相色谱（GC）等，常与ICP-MS、

AFS和AAS等检测方法联用。质谱联用技术可直接

提供硒的形态信息，且灵敏度高、分析速度快，是未

来形态分析的发展方向。表2总结了不同食品样品

中硒的形态分析方法。

2. 2. 1 高效液相色谱—电感耦合离子体质谱联用

法（HPLC-ICP-MS） HPLC是硒形态分析中最常用

的分离方法，常与 ICP-MS和MS检测器联用，而

HPLC-ICP-MS联用技术与HPLC-MS相比，具有更低

的检出限，更高的灵敏度（Zembrzuska et al.，2014），

但由于硒的第一电离能较高（I1=9.75 eV），使得离

子化效率相对较低；且存在多种多原子离子的干
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扰，如40Ar36Ar+对76Se、40A38Ar+对78Se、40Ar37Ar+对77Se、
37Cl37Cl+对74Se及81Br1H82Se等（邱建华等，2006），降低

了ICP-MS的灵敏度与准确性。阴离子交换色谱是

HPLC常用的分离模式，根据不同待测离子对固定相

亲和力的差异实现分离，用于分离食品中的无机硒

（熊珺等，2017）和硒代氨基酸（姚真真等，2018），分

离时间短，检出限在0.6~1.0 μg/L。Bryszewska和

Mage（2015）使用反向离子色谱（色谱柱XBridge C18）

与电感耦合等离子体质谱联用技术（RPIC-ICP-MS）

分离出6种形态的硒，6种硒化物在23 min内即完成

分离，且分离度高，检出限为0.30~0.72 μg/L。与阴

离子交换色谱相比，RPIC-ICP-MS柱效高，检出限

低，能同时分离多种形态的硒，广泛用于极性元素的

形态分离，对硒代氨基酸分离效果较佳。对于食品

中硒形态的检测，GB 1903.28—2018《食品安全国家

标准 食品营养强化剂 硒蛋白》中已建立了SeMet的

检测方法，提取方法采用酶解提取，并使用HPLC-

ICP-MS联用技术进行检测，填补了硒形态分析标准

方法的空白。

2. 2. 2 高效液相色谱—氢化物发生—原子荧光联

用法（HPLC-HG-AFS） 氢化物发生—原子荧光光

谱法（HG-AFS）是硒测定的主要方法，在盐酸介质

中，硼氢化钠将Se（IV）还原为硒化氢，以氩气作载体

将硒化氢从母液中分离，并导入氢化物发生器中原

子化，硒原子在激发光源下发出荧光，在一定范围

内，其荧光强度与硒含量呈正比关系。由于HG-AFS

具有较大线性范围，与HPLC联用后可用于检测不同

形态的硒。王金荣等（2013）利用HPLC-HG-AFS成

功检验了饲料和富硒酵母中Se（IV）、Se（VI）、SeCys

及SeMet，方法平均回收率为70.0%~86.5%。将离子

液体（ILs）添加到HPLC的流动相中，能有效改善有

机硒和无机硒的分离效果，但考虑到ILs对硒化物在

HG-AFS测定时的影响，Grijalba等（2017）使用C8柱

在pH 6.0下以含有0.1%（v/v）氯化1-己基-3-甲基咪

唑离子液体为流动相进行梯度洗脱，12 min内完成

无机硒和有机硒的分离，随后优化了HG-AFS测定条

件，即使体系中存在ILs，也能极大提高硒化物在HG-

AFS的灵敏度；该方法成功应用于啤酒、酵母和大蒜

等食品的硒形态分析，检出限为0.86~1.41 μg/L，明

显高于HPLC-ICP-MS的检测限0.30~0.72 μg/L。进

一步说明在硒化学形态分析中，HPLC-ICP-MS联用

技术的检测灵敏度比HPLC-HG-AFS高。

2. 2. 3 气相色谱—质谱联用法（GC-MS） 气相色

谱除了能分离易挥发的硒化物（二甲基硒和二甲基

二硒）外，还能利用衍生剂对非挥发性的硒化物和无

机硒进行衍生化，使之具有挥发性，随后对其进行分

离。Gionfriddo等（2012）用SPME-GC-MS对富硒马

铃薯提取液中的SeMet和Se-MeSeCys进行定量检

测，其中衍生剂为氯甲酸异丁酯，能同时将氨基和羧

酸基团衍生化，且该衍生反应是在室温水溶液中进

行，效率高、操作简便；两种硒化物的回收率为

82.3%~116.3%，检出限分别为0.143和0.210 μg/kg。

Giráldez等（2015）分别用氯甲酸异丁酯和4-氯-1,2-

苯二胺对SeMet、Se-MeSeCys及Se（IV）进行衍生化，

用双搅拌棒吸附萃取对衍生物进行预浓缩，使用

GC-MS检测其含量，Se（IV）、SeMet和Se-MeSeCys的

检测限分别为 0.008、0.180和 0.070 ng。Vriens等

（2015）采用全自动直接浸入式固相微萃取技术同时

提取复杂水溶液中10种挥发性烷基化硒和硫化合

物，并用毛细管气相色谱—质谱联用进行定量测定，

DMSe和DMDSe的检出限分别为24和27 ng/L，回收

率为83%~103%。可见，与高效液相色谱—电喷雾

离子源质谱联用技术（Zembrzuska et al.，2014）、反

向高效液相色谱—氢化物发生—原子吸收联用技术

（Grijalba et al.，2017）和HPLC - ICP - MS（熊珺等，

2017）等方法相比，用氯甲酸异丁酯作为非挥发性硒

化物的衍生剂，结合采用GC-MS对硒化物进行分析

时，具有更低的检测限。

2. 3 其他方法

毛细管电泳法也是常用于硒化物形态的分离

方法，但在复杂的食品基质中灵敏度不高，应用范围

受到限制。其原理是通过待分析组分在载流中电泳

淌度的差别而实现，毛细管中待分离组分的表观淌

度是其固有电泳淌度和电渗流淌度的矢量和。

Deng等（2009）采用毛细管电泳与电化学发光检测

器在线联用技术，在最佳条件下，测定硒富集酵母中

的SeMet线性浓度范围为0.001~0.8 μg/L，相关系数

为0.9996，检测限为0.39 μg/L，回收率为98.6%。

近年来，液相色谱—电喷雾—质谱联用技术广

泛应用于研究食品中硒蛋白和硒肽的分布（Jaya-

singhe and Caruso，2011）及其各肽段的鉴定（Bryan

et al.，2017），该方法能同时测定多种不同形态硒。

Zembrzuska等（2014）采用液相色谱—电喷雾—质谱

联用技术对6种补硒产品中的6种形态硒［SeCys、

SeMet、Se-MeSeCys、甲基硒酸（MSA）、Se（IV）和Se

（VI）］进行测定，除Se（IV）外，其他5种形态的硒均有

较低的检测限（0.1~1.0 μg/L）。

单独使用ICP-MS也可对硒形态进行分析检测，

赵谋明等：食品中硒的总量及化学形态分析研究进展
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Duan和Hu（2009）开发了填料为Cu（II）-Al2O3纳米复

合物的微量柱，其在pH 9.0和pH 4.0下可分别吸附富

硒酵母水提液中的SeMet和SeCys2，用1.0 mol / L

HNO3洗脱后直接进入ICP-MS进行定量检测，但该

方法的检测限相对较高，SeMet和SeCys2检测限分别

为24和21 μg/L，仅适用于含硒较高的食品。

3 展望

硒的形态与其毒性及生物活性密切相关，因此

有必要深入研究分析硒形态的新方法，对于进一步

促进我国硒营养补充剂及监督管理其相关产品质量

均具有重要意义。目前，对于硒形态分析的研究还

存在许多问题和难点：（1）有机硒的测定通常是通过

差减法计算得到，从食品基质中除去有机硒的过程

相当复杂，一般需要超声、醇溶和离心等过程，且不

能完全将有机硒与无机硒分离，准确性较差；（2）总

硒含量测定常用微波消解作为预处理方法，该方法

能有效降低硒的损失率，加快反应速率，减少酸试剂

用量，但其密闭、高压的反应环境存在一定危险性；

（3）从食品基质中提取不同形态的硒常用酸提法、酶

解提取法和离子液体微萃取法等，提取方法越温和，

越能保持硒原有的形态，但提取效率较低，耗时长；

（4）目前对硒形态分析主要关注5种形态的硒［Se

（IV）、Se（VI）、SeMet、SeCys和Se-MeSeCys］，由于其

他形态的硒含量低或结构复杂，难以从基质中分离

鉴定；（5）不论是总硒测定还是硒形态分析的过程耗

时均较长，主要体现在硒的提取与分离。

因此，今后硒形态分析的研究重点首先应注重

硒的提取方面，不论是总硒测定还是硒形态分析，将

硒从食品基质中分离是检测的前提，绿色、快速的提

取是今后发展方向；其次是关注更多未知形态的硒，

包括其功能与测定方法，以便更好地发展和利用；第

三是发展快速检测技术，开发提取、分离及检测一体

化的自动化检测技术，加强对市场中富硒产品及硒

营养补充剂的监控。一种红色纳米硒是近年来的热

门研究对象，其属于零价硒，是至今发现毒性最低、

生物活性最好的硒，其有效形式含量的测定，或许也

将成为今后的研究热点。氨基酸分析仪常用于分析

生物体中常见的氨基酸，而人体中不可缺少的第21

种氨基酸——SeCys的测定，有望通过该方法同时与

其他20种必需氨基酸进行分析，且能满足再现性好、

精确度高、检出限较高、方法操作简便。随着液相色

谱—电喷雾质谱联用技术的快速发展，探索食品中

更多形态的硒已成为可能，加强对不同形态硒生物

活性的研究，有望开发出更安全、更有效的功能性硒

产品。我国大多地区都处于缺硒状态，食品中硒形

态分析的最终目的是为了更好地分析食品中的硒形

态组成，利用功能性硒含量丰富的食物，开发健康安

全的补硒产品，解决普遍缺硒的问题，从而减少因缺

硒导致的多种疾病发生。
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