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快速溶剂萃取—高效液相色谱—电感耦合等离子体
质谱法测定富硒食用油中 8种硒形态

梁志森 1,2 张书迪 3 凌 逍 1,2 陈玉珍 1,2

（1. 广州检验检测认证集团有限公司，广东  广州   511447； 2. 国家加工食品质量检验检测中心（广东），

广东  广州   511447； 3. 厦门医学院，福建  厦门   361023）

摘要：［目的］针对富硒食用油中硒形态检测的现有方法局限性，如硒形态相互转化、酶解时间长和可检测硒形态种类

较少等问题，提出一种优化策略。［方法］采用快速溶剂萃取法辅助蛋白酶 K 进行酶解，并建立高效液相色谱—电感耦

合等离子体串联质谱法（HPLC-ICP-MS）。［结果］40 ℃下，当蛋白酶 K 用量为 35 mg、静态萃取时间为 5 min 时，硒形态

提取率最高可达（83.65±2.36）%。8 种硒形态目标物在 20 min 内可被有效分离，在 2~100 μg/L 范围内线性良好（R2≥
0.999 3），检出限为 0.20~0.60 μg/kg，定量限为 0.60~1.80 μg/kg，加标回收率为 82.3%~112.3%，相对标准偏差≤5.60%。

［结论］该方法提升了硒形态分析的效率和准确性。
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with accelerated solvent extraction-high performance liquid 

chromatography-inductively coupled plasma mass spectrometry

LIANG Zhisen1,2 ZHANG Shudi3 LING Xiao1,2 CHEN Yuzhen1,2

（1. Guangzhou Inspection and Testing Certification Group Company Limited, Guangzhou, Guangdong 511447, China； 

2. National Quality Inspection and Testing Center for Processed Foods (Guangdong), Guangzhou, Guangdong 

511447, China； 3. Xiamen Medical College, Xiamen, Fujian 361023, China）

Abstract: ［［Objective］］ In this study, an optimized strategy was proposed to address the limitations of current methods for detecting 

selenium species in selenium-enriched edible oils, such as the transformation between selenium species, long enzymatic hydrolysis time, and 

the limited number of detectable selenium species. ［［Methods］］ Protease K-assisted hydrolysis was performed using accelerated solvent 

extraction, and a high performance liquid chromatography-inductively coupled plasma mass spectrometry (HPLC-ICP-MS) method was 

established. ［［Results］］ At 40 ℃ , with a proteinase K dosage of 35 mg and a static extraction time of 5 min, the extraction rate of selenium 

species could reach a maximum of (83.65±2.36)% . Eight target selenium species could be effectively separated within 20 min, with good 

linearity in the range of 2~100 μg/L (R2≥0.999 3), detection limits of 0.20~0.60 μg/kg, quantification limits of 0.60~1.80 μg/kg, spiked 

recovery rates between 82.3% and 112.3%, and relative standard deviations ≤5.60%. ［［Conclusion］］ This method improves the efficiency 

and accuracy of selenium speciation analysis.

Keywords: selenium species; inductively coupled plasma mass spectrometry; mixed-mode chromatography; dynamic reaction cell; organic 

sampling; accelerated solvent

富硒食用油具有很高的营养价值和健康功效，是日 常硒摄入的关键来源之一［1］。硒形态分为无机硒和有机
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硒，无机硒的适宜补充浓度已接近其毒性浓度［2］，而有机

硒在生物体中的毒性较小，生物利用度更高［3］。因此，定

性定量检测多种硒形态对科学评估富硒食用油的安全性

和功能活性至关重要。硒代氨基酸是植物体内主要的有

机硒形式，不同硒形态的功能活性存在显著差异［4］。硒代

氨 基 酸 在 植 物 中 的 存 在 形 式 一 般 分 为 硒 代 胱 氨 酸

（SeCys2）、L-硒甲基硒代半胱氨酸（SeMC）和硒代蛋氨酸

（SeMet）［5］。此外，碎米荠等富硒油料作物中还会积累硒

代羊毛硫氨酸（SeLan），而 SeLan 具有良好的抑癌、抗菌等

作用［6-7］；且 SeMC、甲基亚硒酸（MSA）和硒代乙硫氨酸

（SeEt）等物质具有抗癌效果［8-9］。目前，GB 5009.93—

2017 仅能测定总硒含量，而 GB/T 5750.6—2023 仅能同时

分析 5 种常见硒形态，未能满足市场对多种硒形态同时定

量检测的需求。

硒形态的前处理方法主要有液相萃取法、酶解提取

法以及辅助提取法［10］。液相萃取法所需温度较高、萃取

时间较长且萃取剂可能影响硒形态稳定性。 Gergely

等［11］在 50 ℃下使用碱提取香菇中的 3 种硒形态，但因

SeMet的氧化导致结果偏差较大。酶解提取法条件温和、

提取效率高，但酶解时间通常长达 10 h 以上，不适用于大

批量样品的常规检测［10， 12］。Wu 等［13］研究表明，超声辅助

提取碎米荠中硒代氨基酸的效率更高；梁志森等［14］通过

优化微波条件辅助胰蛋白酶酶解，使得植物性富硒食品

中 7 种硒形态的回收率均达 90% 以上。然而，酶解过程中

某些食品基质仍出现部分硒形态转化或氧化的情况，导

致定量结果不准确。此外，由于流动相中甲醇含量较低，

难以分离更多的硒形态。而快速溶剂萃取法（ASE）能同

时处理大批量样品，通过注入氮气、调节萃取温度能避免

硒形态的转化、氧化［15］。

目前，高效液相色谱—电感耦合等离子体质谱法

（HPLC-ICP-MS）具有更高的灵敏度和精确度［16-17］，已被

广泛应用于食品中硒形态的分离与检测。而色谱柱和流

动相的选择对于硒形态的可分析种类的增加至关重要，

如杨芬等［18］、刘文政等［19］使用了阴离子交换柱对山茶油

中硒形态进行了分析，仅检出 3~5 种硒形态；韦淑毅等［20］

使用 C18 柱检测了富硒酵母中的 SeMet，但需离子对试剂

和衍生剂，操作繁琐，且会缩短色谱柱寿命。目前，硒形

态检测的研究尚未见采用混合模式色谱柱的分离方式。

此外，为充分发挥混合模式色谱柱的分离性能［21-22］，需引

入 一 定 浓 度 的 有 机 相 ，但 过 高 浓 度 的 有 机 相 会 导 致

ICP-MS 中矩管熄火，限制了可同时分离检测的硒形态种

类。在前期研究［14］的基础上，研究拟采用 ASE 法作为前

处理手段，以改善硒形态转化、氧化的情况并缩短酶解时

间。通过提高流动相中有机相浓度、引入有机进样系统

以消除锥口中积碳，建立一种与混合模式色谱柱兼容的

ICP-MS 法，以提高对不同硒形态的分离能力，扩展可检

测的硒形态种类数量，并分析 L-硒甲基硒代半胱氨酸、

L-硒代蛋氨酸和硒代乙硫氨酸 3 种主要硒形态的稳定性

和转化规律，以期为富硒食用油中硒形态的高通量筛查

和分辨技术的开发提供依据。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

富硒油、富硒调和植物油：市售；

高纯甲烷、高纯氧气：纯度 99.999%，广州市广气气体

有限公司；

高纯氧气：纯度 99.99%，广州市广气气体有限公司；

硒酸根［Se（VI）］标准溶液、亚硒酸根［Se（IV）］标准

溶液：质量浓度 1 000 mg/L，美国 Inorganic Ventures公司；

硒代胱氨酸（SeCys2）标准溶液、L-硒甲基硒代半胱氨

酸（SeMC）标准溶液、L-硒代蛋氨酸（SeMet）标准溶液：浓

度 分 别 为 0.560，0.433，0.499 μmol/g，中 国 计 量 科 学 研

究院；

硒 代 乙 硫 氨 酸（SeEt）：纯 度 >98%，加 拿 大 TRC

公司；

甲基亚硒酸（MSA）：纯度>98%，美国 Sigma-Aldrich

公司；

硒羊毛硫氨酸（SeLan）：纯度>98%，广州佳途科技

公司；

氨水、柠檬酸氢二铵、甲酸、过氧化氢（质量分数

30%）：分析纯，广州化学试剂厂；

甲醇：色谱纯，美国默克公司；

蛋白酶 K：30 U/mg，上海源叶生物科技有限公司；

试验用水由超纯水系统制备。

1.2　仪器与设备

超纯水系统：A2S-05-C 型，美国艾科浦公司；

电子天平：BCE224-1CCN 型，德国赛多利斯公司；

高效液相色谱仪：NexSAR 型，美国珀金埃尔默公司；

电感耦合等离子体质谱仪：NexION 1000 型，美国珀

金埃尔默公司；

快速溶剂萃取仪：ASE 350 型，美国 Dionex 公司。

1.3　方法

1.3.1　标准溶液配制　

（1） 单标储备液：称取 8 种标准品适量，分别置于

100 mL 容量瓶中，用水定容，配制成 100 mg/L 的单标储

备液，于 4 ℃下保存。

（2） 混合标准系列溶液：分别吸取适量的各组分单标

储 备 液 ，用 水 稀 释 至 0.2，0.5，2.0，5.0，10.0，50.0，

100.0 μg/L，现配现用。

1.3.2　色谱条件优化　

（1） 分析柱：分别考察 Trinity P1（150 mm×3.0 mm，

3 μm）、AcclaimTM Mixed-Mode WAX-1（250 mm×
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4.6 mm，5 μm）和 SIELC Newcrom AH（250 mm×4.6 mm，

5 μm）3 种混合模式色谱柱对 8 种硒形态的分离效果。进

样 量 10 μL；流 速 0.8 mL/min；柱 温 30 ℃ ；流 动 相 为

1.0 mmol/L 柠檬酸氢二铵+10% 甲醇（φ）+4% 甲酸（φ），

等度洗脱；pH 2.2。

（2） 柱温：分析柱为 SIELC Newcrom AH（250 mm×
4.6 mm，5 μm）；保 护 柱 为 Newcrom AH（50 mm×
4.6 mm）；进样量 10 μL；流速 0.8 mL/min；考察柱温（25，

28，30，32，35 ℃）对 8 种硒形态分离效果的影响；流动相为

1.0 mmol/L 柠檬酸氢二铵+10% 甲醇（φ）+4% 甲酸（φ），

等度洗脱；pH 2.2。

（3） 流 动 相 ：分 析 柱 为 SIELC Newcrom AH

（250 mm×4.6 mm，5 μm）；保 护 柱 为 Newcrom AH

（50 mm×4.6 mm）；进样量 10 μL；流速 0.8 mL/min；柱温

30 ℃；采取等度洗脱法，固定 4% 甲酸（φ），分别比较流动

相中不同浓度柠檬酸氢二铵（0.5，1.0，2.0 mmol/L）与不同

体积分数甲醇（5%，10%，15%）对 8 种硒形态分离效果的

影响。

（4） pH：分 析 柱 为 SIELC Newcrom AH（250 mm×
4.6 mm，5 μm）；保 护 柱 为 Newcrom AH（50 mm×
4.6 mm）；进样量 10 μL；流速 0.8 mL/min；柱温 30 ℃；流动

相为 1.0 mmol/L 柠檬酸氢二铵+10% 甲醇（φ）+4% 甲酸

（φ），等度洗脱；考察 pH（1.8，2.0，2.2，2.5，3.2）对 8 种硒形

态分离效果的影响。

1.3.3　质谱条件优化　

（1） 甲 烷 流 速 ：射 频 功 率 1 600 W；雾 化 器 流 速

0.78 L/min；等 离 子 体 流 速 17 L/min；辅 助 气 体 流 速

1.2 L/min；采集时间 900 ms；PFA 同心雾化器；采样锥和截

取锥为铂锥；监测质量数为 80Se。选择 Ge 作为内标元素

进行校正。氧气流速 0.06 L/min；选择以高纯甲烷为反应

气的动态反应池模式，考察高纯甲烷流速（0.00，0.20，

0.30，0.50，0.60 mL/min）对背景等效浓度（BEC）的影响；

带阻参数 q（RPq）为 0.55。

（2） RPq：甲 烷 流 速 0.30 mL/min；氧 气 流 速

0.06 L/min；考察 RPq（0.25，0.35，0.45，0.55，0.65，0.75）对

BEC 的影响。

（3） 氧气流速：保持上述最优质谱条件，考察氧气流

速（0.04，0.05，0.06 L/min）对 BEC 的影响。

1.3.4　样品前处理优化　以 8 种硒形态含量之和占样品

总硒含量的比值（以硒计）来代表各目标硒形态的提

取率。

（1） 蛋白酶用量：分别称取约 0.2 g（精确至 0.000 1 g）

样品于萃取池，加入 10 mL 水作为提取剂，放入快速溶剂

萃取仪中，分别加入不同蛋白酶 K，考察其用量（25，30，

35，40，45 mg）对硒形态提取率的影响。仪器采用 45 ℃、

10 MPa 压力及 60% 置换率萃取，依次加热 5 min、静态萃

取 5 min，循环 2 次，氮气吹扫 100 s，冲洗体积为 100%。

ASE 萃取完后，将收集瓶下层清液转移至超滤管过滤，滤

液供 HPLC-ICP-MS 上样测定，同时做空白试验。

（2） 萃取温度：分别称取约 0.2 g（精确至 0.000 1 g）样

品和 0.035 g（精确至 0.000 1 g）蛋白酶 K 于萃取池，加入

10 mL 水作为提取剂，放入快速溶剂萃取仪中，考察萃取

温度（40，45，50，55，60 ℃）对硒形态提取率的影响。

（3） 静态萃取时间：仪器采用 40 ℃、10 MPa 压力及

60% 置换率萃取，固定加热时间 5 min，考察静态萃取时间

（5，10，15 min）对硒形态提取率的影响。

1.3.5　总硒含量测定　按 GB 5009.93—2017 执行。

1.3.6 硒形态转化过程分洗  分别取 10 mL 质量浓度为

50 μg/L 的 SeMC、SeMet 和 SeEt 溶液于 15 mL 离心管中，

加入 100 µL H2O2以控制氧化起点。分别按 1.3.2、1.3.3 中

的最优条件进行测试，考察目标物随氧化时间延长的变

化情况。

1.3.7　 实 际 样 品 测 定　 分 别 称 取 约 0.2 g（精 确 至

0.000 1 g）样品和 0.035 g（精确至 0.000 1 g）蛋白酶 K 于萃

取池，加入 10 mL 水作为提取剂，放入快速溶剂萃取仪中。

仪器采用 40 ℃、10 MPa 及 60% 置换率萃取，依次加热

5 min、静态萃取 5 min，循环 2 次，氮气吹扫 100 s，冲洗体

积为 100%。ASE 萃取完后，将收集瓶下层清液转移至超

滤管过滤，滤液供 HPLC-ICP-MS 测定，同时做空白试验。

1.3.8　数据处理　各试验重复 3 次，采用 Origin 9.0 软件

进行数据处理及绘图。

2　结果与分析

2.1　色谱条件优化

2.1.1　色谱柱　由图 1 可知，Se（VI）、SeLan 和 SeCys2 在

Trinity P1 柱中无法出峰；SeLan 和 SeCys2、SeMC 和 SeMet

在 Mixed-Mode WAX-1 柱中完全重合、无法分离，且 Se

（VI）无法出峰。Newcrom AH 柱能同时分离 8 种硒形态，

在色谱条件优化后能达到基线分离效果。Trinity P1 和

Mixed-Mode WAX-1 色谱柱无法实现所有硒形态的有效

分离，而 Newcrom AH 色谱柱则表现出色，可能是因为

Newcrom AH 色谱柱的固定相具有更好的选择性和稳定

性。因此，采用 Newcrom AH 柱。

2.1.2　流动相有机相及其体积分数　试验表明，当加入

乙腈时，Se（IV）和 MSA，SeLan、SeMet 和 SeCys2均出现部

分重叠，这是由于乙腈的洗脱能力较强，导致目标物在色

谱柱中保留时间不足；甲醇的洗脱能力较乙腈的弱，当甲

醇体积分数为 5% 时，SeLan 和 SeMet 完全重叠，不能区

分；当甲醇体积分数为 15% 时，Se（IV）和 MSA 发生重叠，

不能满足分析需求；当甲醇体积分数为 10% 时，8 种目标

物基本分开，但 Se（IV）和 MSA、SeLan、SeMet和 SeCys2未

能实现基线分离，仍需进一步优化其他色谱条件。
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2.1.3　流动相离子强度　由图 2可知，当柠檬酸氢二铵浓度

为 0.5 mmol/L 时，SeLan和 SeMet部分重叠；当柠檬酸氢二

铵浓度为 2.0 mmol/L 时，色谱峰保留时间稍有缩短，SeMet

和 SeCys2几乎完全重叠。这是因为随着离子强度的增加，

溶液中离子与待测物竞争固定相中的电荷位点，减少了带电

荷待测物与固定相的相互作用，缩短了保留时间。当柠檬酸

氢二铵浓度为 1.0 mmol/L时，8种目标物可以同时分离。因

此，选择柠檬酸氢二铵浓度为 1.0 mmol/L。

2.1.4　流动相 pH　试验表明，当流动相 pH＜2.2 时，降低

pH 值会小幅度缩短色谱峰的保留时间，对分离效果无明

显影响；当流动相 pH＞2.2 时，提高 pH 值会大幅度缩短色

谱峰的保留时间，分离效果变差；当流动相 pH 为 2.2 时，

8 种硒形态均能实现基线分离。这可能是因为 8 种硒形态

在 pH 为 2.2 的酸性环境下主要以阳离子形式存在，调节

合适的 pH 有助于混合色谱柱固定相对不同硒形态的高

效分离。

2.1.5　柱温　试验表明，当柱温＜30 ℃时，目标物分离度

稍差；当柱温为 30 ℃时，各目标物的分离度最佳；当柱

温＞30 ℃时，目标物分离度未见明显变化；故选择 30 ℃为

试验条件。

2.2　质谱条件优化

由 表 1 可 知 ，固 定 RPq 为 0.25，当 甲 烷 流 速 为

0.30 mL/min 时，BEC 和 RSD 均为最小值。固定甲烷流速

为 0.30 mL/min，当 RPq 为 0.55 时，BEC 和 RSD 均为最小

值。DRC 模式将 BEC 从 1 906.12 ng/L 降至 102.48 ng/L，

RSD 从 7.70% 降至 1.32%，表明与未使用 DRC 模式相比，

通过调整 DRC 模式中甲烷流速可有效校正质谱干扰，显

著降低背景等效质量浓度（BEC）并提高检测灵敏度。

在等离子体气中引入氧气，将有机物完全燃烧成二

氧化碳，可避免矩管熄火的同时改善锥口的积碳现象。

当氧气流速为 0.05 L/min 时，空白背景响应最低，且灵敏

度最高，这验证了有机进样方式条件设置的有效性。而

增大或减少氧气流速，80Se 的信号强度均下降，是由于氧

气流量过小无法将有机物完全燃烧，氧气流量过大则会

加重矩管的负载，影响灵敏度。因此，选择最佳氧气流速

为 0.05 L/min。

2.3　前处理方法优化

2.3.1　蛋白酶 K 用量与酶解温度　前期研究中，对胰蛋

白酶、中性蛋白酶、蛋白酶 XIV 以及蛋白酶 K 的酶解效果

进行了比较。样品经蛋白酶 K 酶解后，目标物提取率最

1. Se（Ⅵ） 2. Se（Ⅳ） 3. MSA 4. SeMC 5. SeLan 6. SeMet 

7. SeCys2 8. SeEt

图 2　柠檬酸氢二铵不同浓度下 8 种硒形态的色谱图

Figure 2　Chromatogram of eight selenium species at 

different concentrations of ammonium citeate 

dihydrate

表 1　DRC参数优化

Table 1　Optimum parameters of DRC

低质量截取

（RPq）

0.25

0.25

0.25

0.25

0.25

0.35

0.45

0.55

0.65

0.75

甲烷气流速/

（mL·min-1）

0.00

0.20

0.30

0.50

0.60

0.30

0.30

0.30

0.30

0.30

背景等效质量

浓度/（ng·L-1）

1 906.12

200.34

127.51

221.15

437.81

137.27

145.45

102.48

136.32

142.19

相对标准偏

差（RSD）/%

7.70

2.47

1.40

1.74

2.34

2.30

1.58

1.32

1.69

4.73

1. Se（Ⅵ） 2. Se（Ⅳ） 3. MSA 4. SeMC 5. SeLan 6. SeMet 

7. SeCys2 8. SeEt

图 1　甲烷气体 DRC 模式下不同色谱柱分离 8 种硒形态的

色谱图

Figure 1　Chromatogram of the separation of eight selenium 

species using different chromatographic columns 

under DRC mode with methane gas
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高；且蛋白酶 K 能在较宽的 pH 范围（4~12）和温度区间

（20~50 ℃）内保持活性。因此，使用蛋白酶 K 作为酶解

酶，与 Cao 等［23］的研究结论一致。

由图 3 可知，当酶用量＜35 mg 时，标准差偏大，可能

是蛋白酶用量较低时，蛋白质水解不完全；酶用量不足

时，试验条件波动对结果的影响更敏感，导致结果的变异

性增加，从而使提取率随着酶用量的增加而明显升高；当

酶用量≥35 mg 时，提取率趋向稳定。因此，酶用量选择

35 mg，此时提取率为（83.65±2.36）% 。保持酶用量为

35 mg，当 酶 解 温 度 为 40~50 ℃ 时 ，提 取 率 为 82.50%~

83.59%；当酶解温度为 55~60 ℃时，提取率随温度升高呈

明显下降趋势，最低至 67.56%。这可能是由于蛋白酶 K

在 40~50 ℃范围内可保持高活性，能够有效分解样品中的

蛋白质，释放出更多硒形态，但温度过高会导致蛋白酶 K

逐渐失活，导致酶解不充分，提取率下降，且酶解产物的

稳定性也可能受到酶解温度的影响，导致标准差偏大。

因此，选择最佳酶解温度为 40 ℃。

2.3.2　静态萃取时间　试验表明，静态萃取时间对硒形

态的提取率无显著影响，因此，选择最短时间 5 min 进行

后续试验。

2.4　方法学考察

2.4.1　硒形态的稳定性　由图 4 可知，未氧化时，SeMC

在 7.10 min 附近出峰；氧化 10 min 后，SeMC 峰强度显著

下降并分裂出一个单峰（保留时间为 7.44 min），推测为二

甲基二硒化物［24］。随着氧化时间的延长，SeMC 及其氧化

产物均迅速转化为 MSA（保留时间为 4.32 min）；氧化

480 min 后，SeMC 几乎完全转化为 MSA，说明 MSA 为

SeMC 氧化的最终产物；SeMet 在氧化过程中具有良好的

稳 定 性 ，未 氧 化 前 SeMet 在 8.90 min 附 近 出 峰 ，氧 化

480 min 后才有少量氧化产物 MSA 被检测出，SeMet 仍保

持稳定。这是由于 SeMet 与 H2O2的氧化需先形成稳定的

中间体——蛋氨酸二羟基硒化物，而该反应的反应速率

常数较低［25］。未氧化前，SeEt的保留时间为 10.93 min，氧

化 9.52 min 后出现了明显的单峰，该峰与 SeCys2的保留时

间一致。故推测 SeCys2 可能是 SeEt 氧化过程的中间产

物，但具体的氧化机理有待进一步研究。此外，在不同氧

化时间段，SeEt均出现一个宽肩峰，可能是因为 SeEt的官

能团转化为环状物［26-27］。相比于 SeMC 和 SeEt，SeMet最

为稳定，不易受到食品加工和贮藏条件的影响。

2.4.2　线性范围、检出限和定量限　由表 2 可知，8 种硒形

态在 2~100 μg/L 质量浓度范围内的相关系数均＞0.999 3，

线性关系良好。采用逐级稀释法测定方法检出限和定量

限，以 3倍信噪比（S/N）对应的质量浓度为检出限，10倍 S/N

对应的质量浓度为定量限，测得 LOD 为 0.20~0.60 μg/kg，

LOQ 为 0.60~1.80 μg/kg，表明该方法的灵敏度较高，能适

用于实际样品的测定。

2.4.3　回收率和相对标准偏差　由表 3 可知，食用油基质

中 8 种硒形态的平均加标回收率均为 82.28%~112.29%，

RSD 均＜5.60%。表明目标物在提取过程中形态稳定，未

出现转化现象，验证了试验方法对 8 种硒形态较高的准确

度和精密度。

图 3　酶用量、温度对硒形态提取率（以硒计）的影响

Figure 3　Effect of enzyme dosage and temperature on the extraction rate of selenium species （calculated as selenium）

图 4　SeMC、SeMet 和 SeEt 在不同氧化时间的色谱图

Figure 4　Chromatograms of SeMC， SeMet， and SeEt 

after oxidation for different durations

60



| Vol.41， No.2 梁志森等：快速溶剂萃取—高效液相色谱—电感耦合等离子体质谱法测定富硒食用油中 8种硒形态

2.5　实际样品测定

由表 4 可知，试验测定的富硒食用调和油中，有机硒

占总硒百分比为 60.0%~63.8%，其中硒形态主要以 SeMet

形态为主。富硒调和油一般选用大豆油、菜籽油等为主

要原料，而 SeMet 为豆类中有机硒的主要赋存形态［28］，也

是菜籽油中最主要的硒形态［29］。此外，MSA、SeLan 和

SeEt在各类食用调和油中并未被检出。除 SeMet外，山茶

油的有机硒类中还检出较多的 SeMC 和 SeCys2，以及少量

的 SeLan、SeEt 和 MSA。山茶树中富含硒代半胱氨酸甲

基转移酶，在酶的催化下 SeMet 均会被进一步转化为

SeMC，而 SeMC 通常为富硒地带下植物体中的主要硒化

合物［30］。SeLan 通常会在具有超常吸收与富集硒能力的

植物种类中被检出［7］，SeEt在植物体中一般也为非主要的

硒形态［31］。 MSA 的检出可能与氨基酸的氧化降解有

关［32］。因此，该测定结果较符合实际情况。此外，由图 5

可知，硒山茶油样品在 16~18 min 出现了 2 处未知峰，而根

据硒形态的提取率最高达（83.65±2.36）%，可知样品中仍

有其他未定量的硒形态，表明酶解产物中可能存在未知

的硒代氨基酸，有待深入探究。

由表 5 可知，试验方法能在更短时间内有效地提取和

检 测 出 更 多 种 类 的 硒 形 态 。 同 时 ，该 方 法 的 检 测 限

（LOD）和定量限（LOQ）更为优异或至少相当，相对标准

偏差（RSD）保持相等或更低水平，显示出更高的可靠性

和精确度，从而证明了其明显的竞争优势。

1. Se（Ⅵ） 2. Se（Ⅳ） 3. MSA 4. SeMC 5. SeLan 6. SeMet 

7. SeCys2 8. SeEt

图 5　典型富硒山茶油样品中硒形态色谱图

Figure 5　Chromatograms of selenium species in typical 

Camellia oil sample

表 2　保留时间、标准曲线方程、相关系数、方法检出限和方法定量限

Table 2　Retention times， standard equations， correlation coefficients （R2）， limits of detection （LODs）， and limits of 

quantitation （LOQs） of this method

目标物

Se（VI）

Se（IV）

MSA

SeMC

SeLan

SeMet

SeCys2

SeEt

保留时间/min

2.97

3.93

4.34

7.12

8.31

8.93

9.50

10.96

标准曲线

y=1 769.01x+2 138.75

y=1 622.67x-256.41

y=1 236.14x+1 067.70

y=1 631.23x+2 608.94

y=1 282.46x+1 025.05

y=1 629.74x+122.42

y=1 714.15x+1 827.65

y=1 763.17x+2 801.51

相关系数 R2

0.999 8

0.999 7

0.999 5

0.999 4

0.999 4

0.999 3

0.999 3

0.999 6

LOD/（μg·kg-1）

0.60

0.20

0.40

0.30

0.30

0.30

0.60

0.40

LOQ/（μg·kg-1）

1.80

0.60

1.20

0.90

0.90

0.90

1.80

1.20

表  3　富硒食用油样品中 8种硒形态的加标回收率和相对标准偏差

Table 3　Spiked recoveries and relative standard deviations （RSDs） of eight selenium species in real selenium-enriched 

edible oil samples

样品

食用调

和油

山茶油

加标量/

（μg·L-1）

5.0

10.0

50.0

5.0

10.0

50.0

Se（VI）

回收

率/%

92.87

98.33

108.21

82.45

82.32

88.22

RSD/

%

2.19

1.71

3.33

4.19

3.71

3.33

Se（IV）

回收

率/%

95.05

92.90

89.71

97.55

96.00

94.71

RSD/

%

1.89

1.96

1.82

1.52

2.26

0.53

MSA

回收

率/%

91.29

90.89

87.90

85.29

83.39

82.90

RSD/

%

2.62

3.28

3.37

1.62

1.48

1.37

SeMC

回收

率/%

90.14

91.41

88.21

97.14

89.41

92.21

RSD/

%

2.81

2.72

2.05

3.86

2.22

4.05

SeLan

回收

率/%

107.43

102.68

101.13

110.83

108.94

110.61

RSD/

%

4.19

2.18

4.43

2.79

3.18

3.00

SeMet

回收

率/%

102.29

104.87

91.49

112.29

104.87

105.49

RSD/

%

4.31

1.71

5.12

4.61

5.51

4.33

SeCys2

回收

率/%

92.02

95.65

97.39

112.02

105.65

107.39

RSD/

%

4.98

1.34

1.64

5.12

3.95

5.02

SeEt

回收

率/%

82.28

86.76

87.76

92.98

96.06

97.70

RSD/

%

1.25

3.09

2.15

4.65

2.09

1.55
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3　结论

通过有机进样系统与动态反应池技术，实现了混合

模式色谱与电感耦合等离子体质谱的联用，成功开发了

一种快速、高效和灵敏可同时测定富硒食用油中 8 种关键

硒形态的分析方法。相较于微波辅助酶解方法，试验方

法采用的快速溶剂萃取法显著提高了样品前处理效率，

使酶解时间从 40 min 缩短为 20 min，更适合大批量样品

同时进行前处理。同时，各类硒形态在提取过程中稳定，

未 出 现 转 化 现 象 ，硒 形 态 提 取 率 最 高 可 达（83.65±
2.36）%。在优化后的仪器条件下，试验方法的检出限和

定量限低，分别为 0.20~0.60，0.60~1.80 μg/kg，灵敏度高、

重复性好，能用于实际样品的测定。此外，在 30% H2O2氧

化下，L-硒甲基硒代半胱氨酸会最终转化为甲基亚硒酸，

而硒代乙硫氨酸会向硒代胱氨酸发生一定程度的转化，

相比于 L-硒甲基硒代半胱氨酸和硒代乙硫氨酸，L-硒代蛋

氨酸最为稳定，不易被氧化。
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表 4　富硒食用油样品中 8种硒形态的测定结果

Table 4　Analytical results of eight selenium species in real selenium-enriched edible oil samples

样品

食用调和油-1

食用调和油-2

食用调和油-3

山茶油-1

山茶油-2

山茶油-3

样品

食用调和油-1

食用调和油-2

食用调和油-3

山茶油-1

山茶油-2

山茶油-3

总硒含量

标注值/

（μg·kg-1）

100

100

100

150

200

200

SeLan

硒代化合物

含量/（μg·kg-1）

≤0.9

≤0.9

≤0.9

≤0.9

5.6

4.1

测定值/

（μg·kg-1）

47.3

67.2

67.4

117.4

183.7

179.9

RSD/

%

3.4

4.6

4.2

1.6

1.1

1.2

RSD/%

/

/

/

/

6.4

7.8

Se（VI）

硒代化合

物含量/

（μg·kg-1）

5.3

6.4

12.3

14.7

28.7

29.4

SeMet

硒代化合

物含量/

（μg·kg-1）

64.1

75.3

79.4

113.8

138.3

141.2

RSD/

%

6.8

6.2

7.4

7.5

4.5

4.5

RSD/%

2.5

2.8

3.2

1.1

1.8

0.9

Se（IV）

硒代化合

物含量/

（μg·kg-1）

6.1

7.2

9.6

15.7

27.3

20.5

SeCys2

硒代化合

物含量/

（μg·kg-1）

4.2

5.9

6.7

21.4

55.8

50.3

RSD/

%

7.8

7.2

8.9

6.9

5.2

5.2

RSD/%

6.9

7.2

7.1

3.2

2.3

4.9

MSA

硒代化合

物含量/

（μg·kg-1）

≤1.2

≤1.2

≤1.2

≤1.2

5.0

5.4

SeEt

硒代化合

物含量/

（μg·kg-1）

≤1.2

≤1.2

≤1.2

3.8

11.5

9.2

RSD/

%

/

/

/

/

8.7

8.9

RSD/%

/

/

/

8.4

5.0

8.0

SeMC

硒代化合

物含量/

（μg·kg-1）

3.7

15.4

16.8

49.1

62.4

70.7

有机硒占总硒

百分比（以

硒计）/%

62.9

60.0

63.8

67.9

65.3

67.2

RSD/

%

8.6

7.3

7.5

3.8

2.1

2.5

表 5　试验方法与其他方法的比较†

Table 5　Comparison of the suggested experimental method with other reported ones

方法

ASE-HPLC-ICP-MS

MAE-HPLC-ICP-MS

MAE-HPLC-ICP-MS

ASE-HPLC-ICP-MS

UAE-ICP-MS

样品

食用油

食用菌、大米、茶叶和豆乳粉

山茶油

淀粉类农作物

小麦、玉米

提取时

间/min

20

40

50

25

180

硒形态

数量

8

7

5

4

4

线性范围/

（μg·L-1）

2~100

0.5~100.0

5~100

0.05~100.00

1~200

LOD/（μg·kg-1

或 μg·L-1）

0.20~0.60

0.10~0.30

0.16~1.15

0.05~0.10

4.8~7.0

LOQ/

（μg·kg-1）

0.60~1.80

0.30~0.90

/

/

/

RSD/%

≤5.6

≤9.0

≤5.0

≤11.0

≤5.5

文献

［14］

［19］

［33］

［34］

† MAE 为微波辅助酶解，UAE 为超声辅助酶解。
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