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HPLCＧICPＧMS同时测定富硒食品中
砷形态和硒形态

Studyonsimultaneousdeterminationofarsenicspeciationandselenium
speciationinseleniumＧrichfoodsbyHPLCＧICPＧMS
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摘要:[目的]应用高效液相—电感耦合等离子体质谱法

(HPLCＧICPＧMS)建立一种同时测定食品中亚砷酸根[As
(Ⅲ)]、砷酸根[As(Ⅴ)]、一甲基砷酸(MMA)、二甲基砷

酸 (DMA)、砷 甜 菜 碱 (AsB)、甲 基Ｇ硒 代 半 胱 氨 酸

(MeSeCys)、硒代蛋氨酸(SeMet)、硒代胱氨酸(SeCys２)、

亚硒酸根[Se(Ⅳ)]、硒酸根[Se(Ⅵ)]共１０种砷、硒元素形

态的分析方法.[方法]以富硒大米为研究对象,通过比

较不同的提取方式,不同种类酶的提取效果,确定最佳提

取方法.同时比较不同色谱柱、不同流动相组成、不同流

动相pH、不同流动相流量、不同流动相中甲醇含量、不同

柱温下１０种砷硒元素形态的分离效果,确定最佳的提取

条件和分离条件.[结果]最佳的分离条件为采用 Aglient
ZORBAXSBＧAq色谱柱,用 pH 值分别为４．０和６．０的

２０mmol/L柠檬酸＋５mmol/L己烷磺酸钠＋４％甲醇为

流动相梯度洗脱,流量为１．０mL/min,电感耦合等离子体

质谱(ICPＧMS)采用 HEHe模式检测.最佳提取条件为

TrisＧHCl(pH ７．５)缓 冲 溶 液 添 加 １５ mg 蛋 白 酶 K 和

１５mg蛋白酶 E.该方法可在５min内完全分离出１０种

不同的砷硒元素形态,在０~５０μg/L范围内,各元素形

态线性关系良好,相关系数均大于０．９９９５,其中 As(Ⅴ)、

MMA、As(Ⅲ)、DMA、AsB、Se(Ⅵ)、Se(Ⅳ)、SeCys２、

MeSeCys和 SeMet的 检 出 限 分 别 为 ０．１０,０．１０,０．１２,

０．１４,０．２２,０．１５,０．１５,０．１８,０．１２,０．１５μg/L.加标回收率

范围为７６．０％~１０４．２％,相对标准偏差为１．１％~８．５％.

[结论]该方法操作简便、快速、灵敏度高且完全满足富硒

食品中砷、硒形态的准确定量分析.

关键词:富硒食品;硒形态;砷形态;HPLCＧICPＧMS
Abstract: [Objective] A method for the simultaneous

determinationofarsenate [As(Ⅲ )],Arsenate [As(Ⅴ )],

monomethylarsenate(MMA),dimethylarsenate(DMA),Arsine

betaine (AsB ), methylＧselenocysteine (MeSeCys) and

selenomideinfood wasdevelopedbyhighperformanceliquid

phaseinductivelycoupledplasma massspectrometry (HPLCＧ

ICPＧMS),andatotalof１０kindsofarsenicandseleniumelement

formsof AsandSe,includingacid (SeMet),selenocysteine
(SeCys２),selenite[Se(Ⅳ)]andselenate[SE(Ⅵ)]．[Methods]

Takingselenium rich rice astheresearch object,the best

extraction method was determined by comparing different

extraction methodsanddifferentkindsofenzymes．Moreover,

differentchromatographiccolumns,mobilephasecomposition,

mobilephasepH,mobilephaseflow,mobilephase methanol

contentandcolumntemperaturewerecomparedtodeterminethe

bestextractionandseparationconditions．[Results]Theoptimal

separation conditions were using Aglient ZORBAX SBＧAq
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chromatographiccolumnwith２０ mmol/Lcitricacid ＋ ５ mmol/L

sodiumhexanesulfonate ＋ ４％ methanolasthemobilephase

gradientwithpHvaluesof４．０and６．０respectively．Elutionwas

performedataflowrateof１．０mL/min,andinductivelycoupled

plasmamassspectrometry(ICPＧMS)wasdetectedusingHEHe

mode．TheoptimalextractionconditionisTrisＧHCl(pH ７．５)

buffersolutionadding１５mgproteinaseKand１５mgproteinase

E．Thismethodcancompletelyseparate１０differentformsof

arsenicandselenium within５ minutes．Intherangeof０~

５０μg/L,thelinearrelationship betweentheformsofeach

elementisgood,andthecorrelationcoefficientR＞０．９９９５．The

detectionlimitsofAs(Ⅴ),MMA,As(Ⅲ),DMA,AsB,Se
(Ⅵ),Se(Ⅳ),SeCys２,MeSeCysandSeMetare０．１０,０．１０,

０．１２,０．１４,０．２２,０．１５,０．１５,０．１８,０．１２,０．１５ μg/L

respectively．Thespikedrecoveryraterangedfrom ７６．０％ to

１０４．２％,andtherelativestandarddeviationrangedfrom１．１％to

８．５％．[Conclusion]Thismethodissimple,fast,highlysensitive

andfully meets the requirements for accurate quantitative

analysisofarsenicandseleniumspeciationinseleniumＧrichfoods．

Keywords:seleniumＧrichfoods;seleniumforms;arsenicforms;

HPLCＧICPＧMS

元素形态分析对研究元素在生物体内代谢作用的毒

性、有益性等有着重要的意义.不同元素形态之间的毒

性差异很大,导致单一的元素总量检测已经无法满足人

们对元素摄入风险的正确评价.目前,元素形态分析在

食品、药品、环境、水产、医学等研究领域尤为重要,其分

析重点包括砷形态、硒形态、汞形态、铬形态、锡形态等,

其中砷硒形态更是近年来研究分析的热门.

砷化合物的毒性与其形态密切相关.其中砷酸根和

亚砷酸根为主要的无机砷形态,无机砷的毒性最大,已经

被公认为致癌物质,一甲基砷酸和二甲基砷酸次之,但亦

为明确的致癌物,而砷甜菜碱则被认为是无毒的[１－３].

硒是一种双功能元素[４－５],一定浓度范围内对动植物是

有益的,一旦超过这个浓度范围,就会对动植物产生危

害.硒化合物的毒性与其形态也密切相关,其中硒酸根

和亚硒酸根为主要的无机硒形态,无机硒的毒性最大.

硒蛋白、硒多糖、硒代氨基酸毒性较小.目前市面上售卖

的富硒食品种类很广,有富硒大米、富硒鸡蛋、富硒茶叶、

富硒猪肉、富硒矿泉水等,且价格较高.因此,对于富硒

食品,监测其无机砷含量的同时关注其有机硒含量,对于

富硒食品质量安全有着重要的意义,也是地方硒产业可

持续发展的基石.

目前最常用的砷形态、硒形态分析方法为液相色

谱－原子荧光光谱法(LCＧAFS)[６－８]、液相色谱－电感耦

合等离子体质谱法(LCＧICPＧMS)[９－１１]、气相色谱－串联

质谱法(GCＧMS)[１２－１３]及其他联用技术.其中,LCＧICPＧ

MS联用技术是目前最常见最热门的硒砷化合物形态分

析手段.国内外文献多为对砷硒元素形态的单独测定,

砷、硒元素形态同时测定文献较少且文献中元素形态分

离种类较少、分离时间较长等.２０２４年３月１日实施的

GH/T１４２９—２０２３«农产品中五种硒元素形态的测定　
高效液相色谱—电感耦合等离子体质谱法»采用高效液

相色谱—电感耦合等离子体质谱法(HPLCＧICPＧMS)测

定硒元素形态.研究拟在前人的基础上,结合该标准方

法,优化前处理方法和检测方法,建立一种新的 HPLCＧ

ICPＧMS检测富硒食品中１０种砷、硒元素形态的高效分

离测定方法,以期为科学评价市售富硒食品安全监测研

究提供参考.

１　材料与方法

１．１　试剂与材料

硒形态标准物质、砷形态标准物质(见表１):中国计

量科学研究院;

表１　砷形态、硒形态标准物质信息

Table１　Informationonstandardsubstancesofarsenicandseleniumforms

形态 简称 编号 标准值

甲基Ｇ硒代半胱氨酸标准溶液 MeSeCys GBW１００８８ (３４．８±１．０)μg/g

硒代蛋氨酸标准溶液 SeMet GBW１００３４ (３９．４±１．０)μg/g

硒代胱氨酸标准溶液 SeCys２ GBW１００８７ (４４．２±１．０)μg/g

亚硒酸根标准溶液 Se(Ⅳ) GBW１００３２ (４２．９±０．９)μg/g

硒酸根标准溶液 Se(Ⅵ) GBW１００３３ (４１．５±１．３)μg/g

亚砷酸根标准溶液 As(Ⅲ) GBW０８６６６ (１．０１１±０．０１６)μmol/g

砷酸根标准溶液 As(V) GBW０８６６７ (０．２３３±０．０１６)μmol/g

一甲基砷酸标准溶液 MMA GBW０８６６８ (０．３３５±０．０１６)μmol/g

二甲基砷酸标准溶液 DMA GBW０８６６９ (０．７０６±０．０１６)μmol/g

砷甜菜碱标准溶液 AsB GBW０８６７０ (０．５１８±０．０１６)μmol/g

４４
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　　硝酸:优级纯,赛默飞世尔科技公司;

甲醇:色谱纯,赛默飞世尔科技公司;

柠檬酸、乙酸铵、四丁基溴化铵:分析纯,国药集团化

学试剂有限公司;

氨水、盐酸:优级纯,国药集团化学试剂有限公司;

蛋白酶E:７．０U/mg,北京百灵威科技有限公司;

蛋白酶 XIV:≥３．５U/mg,西格玛奥德里奇(上海)贸

易有限公司;

蛋白酶 K:４０．５U/mg,西格玛奥德里奇(上海)贸易

有限公司.

１．２　仪器与设备

高效液相色谱仪:１２６０II型,美国 Aglient公司;

三重串联电感耦合等离子体质谱仪:８８００型,美国

Aglient公司;

电子天平:ME２０４型,梅特勒—托利多仪器(上海)有

限公司;

台式 高 速 冷 冻 离 心 机:SG３Ｇ１８K 型,德 国 Sigma
公司;

　　pH 计:８２６型,瑞士万通有限公司;

超声波双频清洗机:SB２５Ｇ１２DTS型,宁波新芝生物

科技股份有限公司;

恒温振荡水浴锅:WNE２９型,德国 Memmert公司.

１．３　仪器工作条件

１．３．１　液相色谱参考条件　色谱柱:AglientZORBAX

SBＧAq反向色谱分析柱(２５０mm×４．６mm,５μm,美国安

捷伦公 司),AglientZORBAXSBＧAq反 向 色 谱 保 护 柱

(１０mm×４．６mm,５μm,美国安捷伦公司).流动相:A
相为２０mmol/L柠檬酸＋５mmol/L己烷磺酸钠＋４％甲

醇(pH４．０),B相为２０mmol/L柠檬酸＋５mmol/L己烷

磺酸钠＋４％甲醇(pH６．０).梯度洗脱程序:０~２．５min,

A相１００％,B相０％;２．５~３．５min,A相１００％→１５％,B
相０％→８５％;３．５~４．０min,A相１５％→０％,B相８５％→

１００％;４．０~６．０min,A相０％,B相１００％.流动相流量:

１．０L/min.进样体积:５０μL.

１．３．２　电感耦合等离子体质谱参考条件　RF射频功率

１６００W;采样深度８．０mm;载气流量１．００L/min;采集

模式 HEHe;检测元素７５As、７８Se;积分时间 As(０．５s)、Se
(０．５s);采样时间３６０s.

１．４　标准曲线配制

用超纯水分别将５种砷形态、５种硒形态的标准溶液

稀释,配制各砷硒形态物质中间储备液;再用流动相将各

中间储备液逐级稀释配制成质量浓度为１．０,５．０,１０．０,

２０．０,５０．０μg/L的混合标准溶液系列.计算各色谱峰积

分面积,绘制标准曲线.另外分别配制各形态物质单标,

根据单标出峰保留时间确定目标物质的出峰顺序.

２　结果与讨论

２．１　色谱峰的定性和定量

硒 有 ６ 种 同 位 素,分 别 为７４ Se＋ 、７６ Se＋ 、７７ Se＋ 、
７８Se＋ 、８０Se＋ 、８２Se＋ ,其 中８０Se＋ 的 自 然 丰 度 最 高,占

４９．６％,但其在质谱中受到的干扰最大,主要干扰来源

于４０Ar４０Ar＋ .氩气(Ar)是ICPＧMS大量使用的气体,

ICPＧMS测样过程中氩离子被电离,４０Ar４０Ar＋ 较常见,因

此对８０Se＋ 的干扰较大;７８Se＋ 的自然丰度次之,占２３．８％,

其在质谱中受到的干扰 较 小,故 选 择７８Se＋ 进 行 测 定.
７５As＋ 的主要干扰来自于４０Ar３５Cl＋ .砷、硒同位素主要质

谱干扰如表２所示,综合考虑,选择７８Se＋ 、７５As＋ 色谱峰

的峰 面 积 作 为 定 量 依 据,采 用 HEHe 模 式 来 消 除

４０Ar３８Ar＋ 、３８Ar４０Ca＋ 和４０Ar３５Cl＋ 等带来的质谱干扰.

表２　砷硒元素的主要质谱干扰

Table２　Mainmassspectruminterferencesofarsenic

andseleniumelements

元素 相对丰度/％ 质谱干扰

７５As＋ １００．００ ４０Ar３５Cl＋ 、１５０Sm２＋ 、１５０Nd２＋ 、１５０Eu２＋

７４Se＋ ０．８９ ７４Ge＋ 、１４８ Nd２＋ 、１４８Sm２＋ 、３６ Ar３８ Ar＋ 、
３７Cl３７Cl＋

７６Se＋ ９．３７ ７６Ge＋ 、６０ Ni１６ O＋ 、１５２ Gd２＋ 、１５２ Sm２＋ 、
３６Ar４０Ar＋ 、３８Ar３８Ar＋ 、４０Ar３６Ar＋

７７Se＋ ７．６３ １５４Gd２＋ 、１５４Sm２＋ 、３８Ar３８Ar１H＋

７８Se＋ ２３．７７ ７８K＋ 、１５６ Gd２＋ 、１５６ Dy２＋ 、４０ Ar３８ Ar＋ 、
３８Ar４０Ca＋

８０Se＋ ４９．６１ ８０K＋ 、６４ Zn１６ O＋ 、１６０ Gd２＋ 、１６０ Dy２＋ 、
４０Ar４０Ar＋ 、４０Ar４０Ca＋

８２Se＋ ８．７３ ８２K＋ 、６６ Zn１６ O＋ 、１６４ Er２＋ 、１６４ Dy２＋ 、
７９Br１H＋ 、４０Ar４０Ar１H１H＋ 、１２C３５Cl３５Cl＋

２．２　色谱条件的选择和优化

２．２．１　流动相组成的选择　在砷、硒元素形态的分析中,

不同的流动相对砷、硒形态的分离影响很大.试验分别

研究了多种不同流动相下砷、硒形态的分离情况.其中:

８mmol/L柠檬酸溶液(pH５．０)流动相分离出５种硒形

态以及４种砷形态、２０mmol/L柠檬酸＋５mmol/L己烷

磺酸钠溶液＋１％甲醇溶液(pH４．３)流动相可在５min内

将１０种砷、硒元素形态基本分离,但 As(Ⅲ)和 MMA 基

线无法完全分离、５mmol/L柠檬酸铵溶液＋２％甲醇溶

液(pH５．０)流动相可在５min内将１０种砷、硒元素形态

分 离,但 是 各 峰 的 分 离 度 较 小,不 是 最 优 选 择、

３０mmol/L磷酸氢二胺＋２．０mmol/L四丁基溴化铵溶

液＋２％ 甲 醇 溶 液 (pH ７．４)和 １５ mmol/L 乙 酸 铵 ＋

０．２mmol/L四丁基溴化铵溶液＋５％甲醇溶液(pH５．５)
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流动相仅分离出４种硒形态以及３种砷形态,硒形态分

离良好,但砷形态的分离度较小,分离效果较差.因此,

选择２０mmol/L柠檬酸＋５mmol/L己烷磺酸钠溶液＋

１％甲醇溶液(pH４．３)作为后续试验的流动相.

２．２．２　色谱柱的选择　目前砷、硒形态化合物测定中常

被采用的色谱柱有阴离子交换柱、C１８色谱柱等,试验采用

HamilitonPRP阴离子交换柱、DionexIonPaxAS７阴离子

交换柱、AglientZORBAXSBＧAq反向色谱柱分离５种砷

形态 和 ５ 种 硒 形 态. 选 用 ２０ mmol/L 柠 檬 酸 ＋

５mmol/L己烷磺酸钠溶液＋１％甲醇溶液(pH４．３)作为

流动 相,当 采 用 DionexIonPaxAS７ 阴 离 子 交 换 柱 时,

１０min内只 分 离 了 ３ 种 砷 形 态、２ 种 硒 形 态,当 采 用

HamilitonPRP阴离子交换柱时,９min内分离出了５种

砷形态和５种硒形态,如图 １(a)所示,当采用 Aglient

ZORBAXSBＧAq色谱柱时,５min内分离出了５种砷形态

和５种硒形态,如图１(b)所示.综合考虑分离度和分离

时间,选择 AglientZORBAXSBＧAq作为砷硒元素形态

分离的色谱柱.

图１　采用 HamilitonPRP阴离子交换柱和 AglientZORBAXSBＧAq反向色谱柱分离的色谱图

Figure１　ChromatogramsseparatedusingHamilitonPRPanionexchangecolumnand

AglientZORBAXSBＧAqreversecolumn

２．２．３　流动相pH 的选择　砷、硒元素会因酸度的变化

而电离出不同的离子形式,如阴阳离子或两性离子形式,

其电离平衡依赖于pH 值变化,因此流动相pH 的改变对

砷硒元素形态的分离效果和保留时间有很大影响.试验

考察了以２０mmol/L柠檬酸＋５mmol/L己烷磺酸钠＋

１％甲醇为流动相,pH 为４．０~６．５时砷、硒元素形态的保

留时间和分离效果,如图２所示,结果表明:１０种砷、硒元

素形态均在２~５min出峰,pH 的变化对砷、硒元素形态

保留时间的影响较小,但对砷、硒元素形态分离效果及峰

形影响较大.由图３可知,pH 为４．０~４．５时,砷、硒元素

形态均出现５个峰,但 As(Ⅲ)与 MMA 无法实现基线分

离.随着pH 增大至５．０时,硒形态出现５个峰,５种硒形

态分离完全,硒形态仅出现４个峰,As(Ⅴ)和 MMA几乎

直接重叠.当pH 继续增至５．５~６．０时,砷、硒元素形态

均出现５个峰,５种硒形态分离完全,但 As(Ⅴ)和 MMA
仍未完全分离.继续增大pH 至６．５时,硒形态出现５个

峰,Se(Ⅵ)和 Se(Ⅳ)未完全分离,砷形态仍仅出现４个

峰,且 MMA的出峰时间提前并与 As(Ⅴ)重叠.综合考

虑,以２０mmol/L柠檬酸＋５mmol/L己烷磺酸钠＋１％
甲醇为流动相,分离第１个和第２个峰时流动相pH 选择

４．０,分离第２个和第３个峰时流动相pH 选择６．０.

图２　流动相pH 对１０种砷、硒形态保留时间的影响

Figure２　EffectsofmobilephasepH ontheretention

timeof１０arsenicandseleniumspecies

２．２．４　流动相洗脱程序的选择　当仅用pH４．０的流动

相等度洗脱时,５种硒形态分离完全,As(Ⅲ)和 DMA 无

法实现基线分离;当仅用pH６．０的流动相等度洗脱时,

５种硒形态分离完全,As(Ⅴ)和 DMA 无法实现基线分

离,并且考虑到１０种砷、硒形态化合物中 SeMet响应值

较低,且SeMet在以pH６．０流动相洗脱下信号强度明显

高于以pH４．０流动相洗脱的.主要考虑到砷形态的分

离情况,选择 流 动 相A分 离As(Ⅴ)和MMA两 种 砷 形
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图３　不同流动相pH 下分离的色谱图

Figure３　ChromatogramsofseparationsunderdifferentmobilephasepH

态,流动相B分离 As(Ⅲ)、DMA和 AsB３种砷形态.

２．２．５　流动相流量的选择　为了得到最佳的分离度,分

别考察了流动相流量(０．６,０．８,１．０,１．２,１．４L/min)对砷、

硒形态保留时间的影响.结果表明:各个形态的化合物

在色谱柱上的保留时间随着流量的增大而明显缩短,但

流量过低时,会影响峰形及分离效果以及延迟保留时间;

流量过高时,保留时间变短的同时会使一些相邻峰无法

完全实现基线分离.综合考虑,选择以１．０L/min的流量

进行测定.

２．２．６　流动相中甲醇体积分数的优化　为了获得良好的

峰形并提高峰分离的灵敏度,向流动相中分别加入体积

分数为１％,２％,３％,４％,５％,６％的甲醇溶液,考察其添

加量对砷、硒形态混标(１０μg/L)测定效果的影响.由

图４可知:添加一定量的甲醇可明显增大砷、硒形态化合

物信号计数.随着甲醇体积分数的增加 AsB信号计数不

断增加.其他砷、硒形态化合物信号计数变化趋势大致

相同:体积分数为１％~４％时,信号计数不断增加,体积

分数为４％~６％时,逐渐下降.同时可发现,甲醇体积分

数增加可明显改善峰形,使得相应色谱峰平滑、峰形尖锐

且出峰时间变短,特别是 AsB、DMA、SeMet.但随着甲

醇体积分数的增加,DMA和 AsB无法实现基线分离.甲

醇具有一定的毒性,并且甲醇进样量过高会增加ICPＧMS
等离子体中的有机负载,导致分析信号值不稳.综合考

虑,选择添加体积分数为４％的甲醇.

２．２．７　柱温的选择　试验考察了柱温(２０,２５,３０,３５,

图４　甲醇体积分数对１０种砷、硒形态信号计数的影响

Figure４　Effectsofmethanolcontentonsignalintensity
of１０arsenicandseleniumspecies

４０℃)对１０种砷、硒形态化合物分离度影响.结果表明,

柱温变化对各砷、硒形态化合物分离度影响较小,故选择

室温.

２．３　提取条件的选择

对于砷形态化合物的提取,目前多采用１％硝酸[１４]、

乙二胺四乙酸二钠(EDTAＧ２Na)[１５]、甲醇—水[１６]、水—

乙酸[１７]等体系;对于硒形态化合物的提取,目前多采用酶

提取法等[１８－１９].试验选取富硒大米为筛选提取条件的

研究对象,采取加标回收率的方式作为研究手段.分别

采用水提取法、０．１mol/L盐酸提取法、０．１５mol/L硝酸

提取法以及蛋白酶 XIV 酶水解法,以超声提取的方式对

３种富硒大米进行测定.结果表明,４种前处理方法均能
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提取出一定量的不同形态的砷,其提取效果为硝酸提取

法＞盐酸 提 取 法 ＞ 酶 水 解 法 ＞ 水 提 取 法;水 提 取 法、

０．１mol/L盐酸提取法及０．１５mol/L硝酸提取法均未能

提取到硒形态物质.

由图５可知,砷形态化合物总回收率为硝酸提取法

＞酶水解法＞盐酸提取法＞水提取法,硒形态化合物总

回收率为酶水解法＞硝酸提取法＞盐酸提取法＞水提取

法.考虑到富硒大米中砷化合物形态主要为 As(Ⅴ)、As
(Ⅲ),硒化合物形态主要以SeMet为主,同时可能存在少

量的SeCys２.综合考虑,选择酶水解法进行后续试验.

图５　前处理方式对１０种砷、硒形态回收率的影响

Figure５　Effectsofdifferentpretreatmentmethodson

the recovery rates of １０ arsenic and

seleniumspecies

２．４　蛋白酶种类的选择

常见硒形态化合物的提取酶有蛋白酶 K、蛋白酶E、蛋

白酶XIV、脂肪酶等.根据前人的报道[２０－２３]及预试验,在

０．５g样品中分别加入蛋白酶 K３０mg、蛋白酶E３０mg、蛋

白酶XIV３０mg、蛋白酶 K１５mg＋E１５mg、蛋白酶 K

１５mg＋XIV１５mg、蛋白酶E１５mg＋XIV１５mg、蛋白酶

K１０mg＋E１０mg＋XIV１０mg,３７℃超声微波—协同

提取９h,考察不同蛋 白 酶 对 富 硒 大 米 中 As(Ⅴ)、As
(Ⅲ),和SeMet、SeCys２提取的影响.由图６可知,硒形

态化合物提取率为 K＋E＞K＋E＋XIV＞K＋XIV＞E＋

XIV＞E＞XIV＞K,砷形态化合物的提取率为 K＋E＋

XIV＞K＋E＞K＋XIV＞E＋XIV＞E＞K＞XIV.对于硒

形态化合物来说,K＋E的提取效果最好;对于砷形态化

合物来说,K＋E＋XIV的提取效果最好.综合蛋白酶成本

以及提取效果,最终选择当使用 TrisＧHCl溶液(pH７．５)作

为缓冲液时,样品中加入１５mg蛋白酶 E和１５mg蛋白

酶 K,混合提取富硒大米中的砷、硒形态化合物.

２．５　线性范围和仪器检出限

配制质量浓度为１．０,５．０,１０．０,２０．０,５０．０μg/L的

K．蛋白酶 K　E．蛋白酶E　XIV．蛋白酶 XIV　K＋XIV．蛋白

酶 K和蛋白酶 XIV　E＋XIV．蛋白酶 E和蛋白酶 XIV　E＋

XIV．蛋白酶E和蛋白酶XIV　K＋E＋XIV．蛋白酶 K和蛋白酶

E和蛋白酶 XIV

图６　蛋白酶种类对砷、硒形态提取率的影响

Figure６　Effectsofproteasetypesontheextractionrate
ofarsenicandseleniumspecies(n＝３)

１０种砷、硒形态化合物混合标液,按优化后的仪器条件进

行上机测定.以目标形态色谱峰的峰面积为纵坐标,硒
砷形态化合物的质量浓度为横坐标进行线性回归分析.

根据信噪比S/N＝３计算方法的检出限.如表３所示,

１０种砷硒形态物质的峰面积与浓度呈良好的线性关系,

各形态工作曲线的线性系数均大于０．９９９５,而且方法具

有较低的检出限.１０μg/L１０种砷、硒形态标准色谱图

如图７所示.结果表明,该方法同时测定１０种砷硒形态

化合物时,具有快速、灵敏的特点.

２．６　加标回收试验

为了验证方法的准确性和可重复性,选择富硒大米

样品分别向其加入低、中、高三水平混合标准溶液,每个

水平平行测定６次,计算回收率和相对标准偏差,结果见

表４.结果显示,砷形态化合物的加标回收率为７６．４％~
９９．１％,相对标准偏差(RSD)为１．７％~５．６％,其中 As(Ⅲ)

图７　１０种砷、硒形态(１０μg/L)标准色谱图

Figure７　Standardchromatogramsof１０arsenicand
seleniumspecies(１０μg/L)
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表３　线性方程、相关系数和检出限

Table３　Linearequation,correlationcoefficientanddetectionlimit

形态 保留时间/min 线性范围/(μg􀅰L－１) 回归方程 相关系数 仪器检出限/(μg􀅰L－１)

As(Ⅴ) ２．３８３ ０~５０．０ y＝１０９９９．６８x＋１２１４．８７ １．００００ ０．１０

MMA ２．６１８ ０~５０．０ y＝１０８５２．７５x＋５４２９．２２ ０．９９９８ ０．１０

As(Ⅲ) ２．９２１ ０~５０．０ y＝４８５６．４２x＋５１７８．３３ １．００００ ０．１２

DMA ３．３７４ ０~５０．０ y＝１００４９．７４x＋５２５７．４６ ０．９９９８ ０．１４

AsB ３．６４２ ０~５０．０ y＝１００８７．２１x＋５２６７．９４ ０．９９９８ ０．２２

Se(Ⅵ) ２．２３２ ０~５０．０ y＝２０５９．３５x １．００００ ０．１５

Se(Ⅳ) ２．４１７ ０~５０．０ y＝１９０２．０４x＋７．８１ １．００００ ０．１５

SeCys２ ２．７５３ ０~５０．０ y＝１７９６．４６x＋８．５３ ０．９９９９ ０．１８

MeSeCys ３．２５６ ０~５０．０ y＝１８５１．２２x＋９．９３ ０．９９９９ ０．１２

SeMet ４．１７９ ０~５０．０ y＝１９２７．４９x＋３０．０３ ０．９９９９ ０．１５

表４　富硒大米中１０种砷硒形态的加标回收率与精密度†

Table４　Spikedrecoveryrateandprecisionof１０arsenicandseleniumformsinseleniumＧenrichedrice(n＝６)

形态 本底值/(μg􀅰kg－１)加标量/(μg􀅰kg－１)测定值/(μg􀅰kg－１) 回收率/％ 平均回收率/％ RSD/％

As(Ⅴ) ４０．２ ２０ １９．６~２１．６ ７６．８~８７．８ ８２．２ ５．１

１００ １３０．０~１３５．０ ９０．４~９５．０ ９２．０ ２．０

２００ ２１７．０~２２７．０ ８８．６~９３．７ ９２．２ ２．５

MMA ND ２０ １６．７~１９．２ ８３．４~９６．１ ８９．７ ５．６

１００ ８９．１~９３．８ ８９．１~９３．８ ９１．７ ２．２

２００ １８２．０~２００．０ ９０．９~９９．８ ９５．８ ３．４

As(Ⅲ) ８２．０ ２０ １０１．０~１０３．０ ９２．５~１０４．０ ８９．９ ４．７

１００ １７５．０~１８５．０ ９３．１~１０２．８ ９７．７ ３．７

２００ ２７２．０~２８６．０ ９５．２~１０２．０ ９９．１ ２．７

DMA ND ２０ １４．０~１６．２ ７０．０~８１．０ ７６．４ ５．１

１００ ８４．６~９６．５ ８４．６~９６．５ ８９．２ ４．９

２００ １８３．０~１９２．０ ９１．４~９６．０ ９３．３ １．７

AsB ND ２０ １６．８~１９．５ ８３．９~９７．４ ９０．８ ６．１

１００ ８１．１~８８．７ ８１．１~８８．７ ８５．５ ３．１

２００ １８３．０~２０２．０ ９１．４~１００．８ ９４．６ ３．８

Se(Ⅵ) ND ２０ １８．２~２０．６ ９１．０~１０２．８ ９７．７ ４．４

１００ ９４．１~１０２．０ ９４．１~１０２．３ ９８．１ ２．９

２００ １９８．０~２０７．０ ９９．０~１０３．３ １００．６ ２．３

Se(Ⅳ) ND ２０ １８．４~２１．７ ９２．２~１０８．６ １００．１ ６．８

１００ ９５．８~１０６．０ ９５．８~１０５．９ １０１．３ ３．９

２００ ２０３．０~２１６．０ １０１．４~１０７．８ １０４．２ ２．８

SeCys２ ND ２０ １５．５~１９．８ ７７．３~９９．１ ８６．９ ８．５

１００ ８８．６~１００．０ ８８．６~１００．０ ９４．８ ４．６

２００ １８４．０~１９８．０ ９２．１~９９．０ ９５．６ ２．５

MeSeCys ND ２０ １４．４~１６．５ ７１．８~８２．７ ７６．０ ５．４

１００ ８９．６~９７．１ ８９．６~９７．１ ９４．２ ２．８

２００ １８５．０~２０３．０ ９２．７~１０１．６ ９６．６ ３．３

SeMet １８５ ２０ ２０２．０~２０３．０ ８３．２~９１．６ ８８．２ ３．８

１００ ２８４．０~２８９．０ ９８．５~１０４．３ １０１．２ ２．０

２００ ３８９．０~３９５．０ １０１．８~１０４．８ １０３．２ １．１

　　　†　ND表示低于检出限.
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的回收率最好,为８９．９％~９９．１％,且相对标准偏差均小

于５％.硒 形 态 化 合 物 的 加 标 回 收 率 为 ７６．０％ ~
１０４．２％,相对标准偏差为１．１％~８．５％,其中Se(Ⅵ)的回

收率最好,为１００．１％~１０４．２％,且相对标准偏差均小

于５％.

２．７　实际富硒样品测定

用优化后的仪器条件进行 HPLCＧICPＧMS上机测定,

测试试样包括富硒大米、富硒猪肉、富硒鸡蛋、富硒茶叶、

富硒酵母、富硒矿泉水等,共２８批次样品,结果见表５.

富硒大米、富硒茶叶中砷形态化合物主要为 As(Ⅴ)、As
(Ⅲ),硒形态化合物主要为SeMet;富硒鸡蛋、富硒猪肉中

砷形态 化 合 物 未 检 出,硒 形 态 化 合 物 主 要 为 SeCys２、

SeMet;富硒酵母中砷形态化合物未检出,硒形态化合物

主要为Se(Ⅳ)、SeCys２、SeMet;富硒矿泉水中砷形态化合

物主要为 As(Ⅴ),硒形态化合物主要为Se(Ⅵ).

３　结论

研究优化了砷、硒形态化合物的提取方法和分离条

件,建立了一种高效液相—电感耦合等离子体质谱法同

时快速测定富硒食品中砷酸根、亚砷酸根、一甲基砷酸、

二甲基砷酸、砷甜菜碱、硒代胱氨酸、亚硒酸根、硒酸根、

硒代蛋氨酸、甲基Ｇ硒代半胱氨酸１０种砷、硒形态化合物

的分析方法,分析时间短,５min内可将１０种砷、硒形态

化合物分离完全,并准确定量.线性范围内各元素形态

相关系数均大于０．９９９５.砷形态化合物的加标回收率为

７６．４％~９９．１％,相对标准偏差为１．７％~５．６％;硒形态化

表５　实际富硒样品检测结果†

Table５　TestresultsofactualseleniumＧrichsamples

样品 As(Ⅴ) MMA As(Ⅲ) DMA AsB Se(Ⅵ) Se(Ⅳ) SeCys２ MeSeCys SeMet

DMＧ１ ２２．１ ND ４６．２ ND ND ND ND ND ND １９６

DMＧ２ ND ND ６１．１ ND ND ND ND ND ND １４８

DMＧ３ ２６．２ ND ７３．０ ND ND ND ND ND ND １１２

DMＧ４ ２３．９ ND ６９．４ ND ND ND ND ND ND １８５

DMＧ５ ５２．２ ND ３４．５ ND ND ND ND ND ND １０７

DMＧ６ ２４．８ ND ３６．０ ND ND ND ND ND ND １０７

DMＧ７ ５５．４ ND ３５．９ ND ND ND ND ND ND １２６

DMＧ８ ND ND ８８．６ ND ND ND ND ND ND １０９

DMＧ９ ND ND ５６．１ ND ND ND ND ND ND ７７５

DMＧ１０ ２２．６ ND ４５．７ ND ND ND ND ND ND ６６２

DMＧ１１ ３４．９ ND ６５．２ ND ND ND ND ND ND １２９

DMＧ１２ ND ND ８４．２ ND ND ND ND ND ND １８７

JDＧ１ ND ND ND ND ND ND ND ３８．２ ND ７２．０

JDＧ２ ND ND ND ND ND ND ND ２３．５ ND １４３

JDＧ３ ND ND ND ND ND ND ND ２９．６ ND ２１２

JDＧ４ ND ND ND ND ND ND ND ３０．１ ND ９４．６

ZRＧ１ ND ND ND ND ND ND ND ２２．５ ND ３０２

ZRＧ２ ND ND ND ND ND ND ND ３６．６ ND ４６５

ZRＧ３ ND ND ND ND ND ND ND １４．４ ND １８２

ZRＧ４ ND ND ND ND ND ND ND ２８．０ ND ２４８

CYＧ１ ２４．５ ND ５．１２ ND ND ND ND ND ND ６６．５

CYＧ２ ２４．６ ND ８．５２ ND ND ND ND ND ND ５７．６

CYＧ３ １８．２ ND ４．２６ ND ND ND ND ND ND ６４．２

CYＧ４ ２０．７ ND １２．２ ND ND ND ND ND ND ３１．２

JMＧ１ ND ND ND ND ND ND ６４０ ３０９１ ND ４２６２

JMＧ２ ND ND ND ND ND ND １２４１ ３８５２ ND １９５８

KQSＧ１ １．８２ ND ND ND ND ８．６２ ND ND ND ND

KQSＧ２ ３．５９ ND ND ND ND １８．７ ND ND ND ND

　†　ND表示低于检出限;富硒大米(DM)、富硒猪肉(ZR)、富硒鸡蛋(JD)、富硒茶叶(CY)、富硒酵母(JM)检测结果单位为μg/kg,富

硒矿泉水(KQS)检测结果单位为μg/L.
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合物的加标回收率在７６．０％~１０４．２％,相对标准偏差为

１．１％~８．５％.试验结果表明:该方法检出限低,线性关

系良好,加标回收率和精密度均满足方法要求.
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信 息 窗

第十一届休闲食品科技创新与产业发展大会在沪举办

　　科技创新是产业发展的“定海神针”,是培育新质生

产力的核心.习近平总书记在近日召开的全国科技大

会上明确指出要“坚持创新引领发展,树牢抓创新就是

抓发展、谋创新就是谋未来的理念,以科技创新引领高

质量发展、保障高水平安全”.休闲食品行业作为食品

工业创新最为活跃的板块之一,具有覆盖人群广、消费

场景丰富、产品品类多、消费频次高等特点.随着消费

升级和人们健康意识的提升,休闲食品在消费者生活中

的角色正悄然发生改变———从曾经人们口中的“零食”
到可与正餐比肩的“第四餐”,既有颜值又有品质的休闲

食品为消费者提供了重要的营养价值和情绪价值.随

着休闲食品外延的拓展,行业从千亿规模发展到现在的

万亿市场,如何以创新理念和实用技术驱动休闲食品产

业的变革? 未来十年,休闲食品产业的创新趋势有哪

些? 为凝聚行业智慧,明晰中国休闲食品发展的路径,
破解行业面临的问题和难题,７月３—５日,第十一届休

闲食品科技创新与产业发展大会在上海召开.此次大

会以“科技创新引领产业发展”为主题,由中国食品科学

技术学会主办,中国食品科学技术学会休闲食品加工技

术分会、江南大学、上海市食品学会、中国农业科学院农

产品加工研究所、华东理工大学、上海应用技术大学共

同承办.来自江南大学、浙江大学、中国海洋大学、中国

疾病预防控制中心营养与健康所等科研院所及高校的

院士专家以及百事、伊利、IFF、旺旺、来伊份、安琪、洽洽、
王小卤、安琪、麻辣王子、好想你、卫龙等国内外知名休

闲食品企业及相关配套企业的代表共计２３０余人参会.
中国食品科学技术学会休闲食品加工技术分会副主任

委员兼秘书长、中国农业科学院果蔬加工制造与营养健

康创新团队首席科学家毕金峰主持大会开幕式.大会

报告环节由中国食品科学技术学会休闲食品加工技术

分会副主任委员、中国食品工业(集团)有限公司原总经

理蔡永峰,中国食品科学技术学会休闲食品加工技术分

会副主任委员、浙江省农业科学院食品科学研究所原所

长郜海燕,中国食品科学技术学会休闲食品加工技术分

会副主任委员、南京农业大学教授徐幸莲,中国食品科

学技术学会休闲食品加工技术分会副主任委员、华东理

工大学科研院院长赵黎明共同主持.
大会期间,还发布了中国休闲食品行业“可持续发

展”倡议,并就促进科企对接介绍前期征集的来自高校

及科研院所的休闲食品科技创新成果,受到与会代表

的高度关注.在设置的展示上,来自国内外多家与休

闲食品企业展示了最新兼具颜值、美味与营养的各类

休闲食品及配料.此外,会上还设置了地方食品产业

推介环节,来自喀什、泰兴等地政府就各地资源及政策

优势进行了介绍.
(来源:中国食品科学技术学会 )
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