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%其测定方法均为液相色谱
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电感耦合等离子体质谱法%且样品需冷冻干燥)本研究拟采

用液相色谱
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原子荧光光谱法对畜禽鲜肉样品中硒代胱氨酸$
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种硒
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滤膜过滤%用液相色谱
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原子荧光光谱仪测定样品溶液中硒

酸根和亚硒酸根含量)
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仪器分析测试条件的选择与优化
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同时%考察了不同流动相体系对硒形态分离的影响%共
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代胱氨酸和甲基硒代半胱氨酸分离较差)

此外%还考察了磷酸盐流动相体系中磷酸氢二铵浓度$
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化铵浓度$甲醇含量和
C

\

对硒酸根保留时间影响较大%而
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钾还原剂共同的作用下%离子对反相液相色谱
I

紫外
I

氢化物

发生
I

原子荧光光谱法测定硒形态%相同浓度的各种硒形态

峰面积存在明显差异%其峰面积从大至小一般为,亚硒酸根

%

硒酸根
%

甲基硒代半胱氨酸
%

硒代胱氨酸
%

硒代蛋氨酸%

其差异原因可能为在线紫外消解系统对各种硒形态转化率不

同所致)

本研究对还原剂碘化钾$硼氢化钾以及载流"盐酸#浓度

等进行优化%以期达到较佳的灵敏度)结果表明%当碘化钾

浓度为
*./Q

%硼氢化钾浓度为
/.,Q

%盐酸浓度为
6*Q

时%

硒形态灵敏度较高)

767

!

样品处理

/./.6

!

蛋白酶种类与用量的选择

首先%考察了不同蛋白酶对猪肉样品中硒形态提取效

果%共设
,

个蛋白酶处理%见图
/

)除胃蛋白酶处理提取剂为

*.6

"

/

!

/

#

Q

盐 酸 "

C

\ +.*

#%其 他 处 理 提 取 剂 均 为
+*

""$D

&

E

F6磷酸氢二铵溶液"

C

\-.*

#%提取方式为水浴震荡

/**'

&

"(!

F6

/*B

)样品提取率等于样品各种硒形态含量之

和除以样品总硒含量之和)实验表明%蛋白酶复合处理提取

效果明显高于单一蛋白酶处理%胰蛋白酶
g

蛋白酶
>̂R

提取

效果最佳%其次为蛋白酶
>̂Rg

脂肪酶%胃蛋白酶提取效果

最差)故本实验最终选择胰蛋白酶
g

蛋白酶
>̂R

对样品中硒

形态进行提取)其次%对胰蛋白酶
g

蛋白酶
>̂R

用量进行了

考察%共设
,

个处理%见图
+

)实验表明%

)*"

W

胰蛋白酶
g

)*"

W

蛋白酶
>̂R

$

,*"

W

胰蛋白酶
g,*"

W

蛋白酶
>̂R

对

样品硒形态提取率较高%二者提取率无显著差异)但由于蛋

白酶价格较高%选取
)*"

W

胰蛋白酶
g)*"

W

蛋白酶
>̂R

用

量有利于降低试剂成本)

图
7

!

不同蛋白酶对样品硒形态提取率的影响#

!]8

$

90

3

67

!

E21%*&2)&,(1&̂-+#)-0(2+#-&,(1:&,

5

&)0&,02,#.

5

%&,

D0-</011&+&2-

5

+(-&#,&,

"

!]8

#

图
8

!

蛋白酶#胰蛋白酶&蛋白酶
KE_

$不同用量

对样品硒形态提取率的影响

90

3

68

!

E21%*&2)&,(1&̂-+#)-0(2+#-&,(1:&,

5

&)0&,02,#.

5

%&,

D0-</011&+&2-/(,#

3

&(1

5

+(-&#,&,

"

-+

45

,02

%

5

+(-&#,&

KE_

#

/././

!

样品提取方式及提取时间的选择

首先%考察了水浴震荡提取$水浴超声提取和微波提取

对样品硒形态提取效果的影响)水浴震荡提取条件为
,,i

水浴振荡器上
/**'

&

"(!

F6提取
/)B

%超声提取条件为
+9

i

超声
+*"(!e)

次"频率为
/*3\Z

#%微波提取条件为
)*

i

微波
+*"(!

"微波功率为
6**a

#)从图
)

可知%样品硒形

态提取率从大至小为,水浴震荡提取
%

水浴超声提取
%

微波

提取)同时进行添加回收试验%添加硒形态种类为硒代胱氨

酸$甲基硒代半胱氨酸和硒代蛋氨酸以考察提取方式是否会

破坏有机硒硒形态结构)结果表明%水浴提取下有机硒形态

图
=

!

不同提取方式对样品硒形态提取率的影响#

!]8

$

90

3

6=

!

E21%*&2)&,(1&̂-+#)-0(2+#-&,(1:&,

5

&)0&,02,#.

5

%&,

D0-</011&+&2-&̂-+#)-0(2.&#2,

"

!]8

#
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未发生转化%超声提取时硒代胱氨酸峰附近出现未知物质

峰%估计为长时间超声导致硒代胱氨酸形态发生转化所致%

微波提取下有机硒硒形态未发生转化%但其提取率较低)故

本研究最终选用水浴震荡提取方式对样品中硒形态进行提

取)其次%考察了水浴震荡提取时间对样品硒形态提取率的

影响%共设
0

个处理)从图
,

可知%当水浴震荡提取时间
(

/*B

%样品硒形态提取率较好%故最终水浴震荡提取时间设

为
/*B

)

/./.+

!

样品提取剂的选择

由于胰蛋白酶和蛋白酶
>̂R

均为碱性蛋白酶%提取体系

中
C

\

值对酶活力影响较大)三"羟甲基#氨基甲烷"

K'(5I

\#D

#和磷酸氢二铵'"

H\

)

#

/

\?<

)

(均为常见缓冲液%用作

提取剂可起稳定
C

\

作用%本实验考察了不同提取剂及
C

\

值对样品硒形态提取率的影响%共设
,

个处理%"

6

#水$"

/

#

+*""$D

&

E

F6

K'(5I\#D

"

C

\9.,

#$"

+

#

+*""$D

&

E

F6

K'(5I

\#D

"

C

\-.*

#$"

)

#

+*""$D

&

E

F6

"

H\

)

#

/

\?<

)

"

C

\9.,

#和

"

,

#

+*""$D

&

E

F6

"

H\

)

#

/

\?<

)

"

C

\-.*

#)从图
0

可知%样

品 硒 形 态 提 取 率 从 大 至 小 顺 序 为
+* ""$D

&

E

F6

"

H\

)

#

/

\?<

)

"

C

\-.*

#

%

+*""$D

&

E

F6

K'(5I\#D

"

C

\-.*

#

%

+*""$D

&

E

F6

"

H\

)

#

/

\?<

)

"

C

\9.,

#

%

+*""$D

&

E

F6

K'(5I\#D

"

C

\ 9.,

#

%

水%故本方法采用
+* ""$D

&

E

F6

"

H\

)

#

/

\?<

)

"

C

\-.*

#为样品提取剂)

图
B

!

不同水浴提取时间对样品硒形态提取率的影响#

!]8

$

90

3

6B

!

E21%*&2)&,(1&̂-+#)-0(2+#-&,(1:&,

5

&)0&,02,#.

5

%&,

D0-</011&+&2-&̂-+#)-0(2-0.&,$

4

D#-&+$#-<

"

!]8

#

图
V

!

不同提取剂对样品硒形态提取率的影响

90

3

6V

!

E21%*&2)&,(1&̂-+#)-0(2+#-&,(1:&,

5

&)0&,02,#.

5

%&,

D0-</011&+&2-&̂-+#)-0(2+&#

3

&2-,

/./.)

!

样品净化方式的选择

样品经蛋白酶水解后%溶液颜色较深%含有较多水溶性

蛋白质等杂质会严重缩短色谱柱的使用使命%故本研究考察

了不同净化方式对样品溶液颜色的影响以及对硒形态添加回

收率的影响)共设
)

个处理%样品提取液未净化*样品提取

液经超滤管"

+G=

#离心净化*

#6-

基质固相分散净化%即提

取前往样品中加入
*./

W

#6-

粉末%其他步骤相同*

?1J

基

质固相分散净化%即提取前往样品中加入
*./

W

?1J

粉末%

其他步骤相同)实验表明%样品净化后溶液颜色从深至浅依

次为,未净化
%

#6-

%

?1J

)

超滤%

)

种净化方式的有机硒硒

形态添加回收率无明显差异%但
?1J

会降低无机硒回收率%

故本方法最终采用超滤对样品溶液进行净化)

/./.,

!

碘乙酰胺的作用

在添加回收实验过程中%本研究发现,样品经蛋白酶水

解%其亚硒酸根回收率非常低%通常为
*Q

!

,Q

%而其他
)

种硒形态回收率在
-*Q

!

66*Q

之间)即使样品不加蛋白酶

水解%只用水或磷酸氢二铵溶液提取%亚硒酸根回收率亦呈

同样结果%其原因可能为亚硒酸根吸附在样品颗粒表面%未

能解吸到样品溶液中)通过本研究发现%样品提取前加入碘

乙酰胺溶液%亚硒酸根回收率显著升至
-*Q

以上%其原因可

能为碘乙酰胺破坏了蛋白结构或其还原性使亚硒酸根解吸到

样品溶液中)

由于碘乙酰胺是一种氨基酸烷基化试剂%能与硒代胱氨

酸$硒代蛋氨酸等有机硒发生烷基化反应)添加回收实验亦

证明%当碘乙酰胺存在时%硒代蛋氨酸和硒代胱氨酸结构发

生转化%其回收率明显下降%故同时测定畜禽肉中
,

种硒形

态%样品提取步骤需要分成两步%第一步为样品中有机硒的

提取%其提取需经蛋白酶水解*第二步为样品中无机硒的提

取%其提取仅需加入磷酸氢二铵溶液%无须酶解)

768

!

方法学验证

/.+.6

!

样品基体效应的考察

通过往样品提取液中添加一定量硒形态标准溶液以考察

样品基质效应"

bL

#)样品基质效应
d6**Qe

"样品添加浓

度的荧光强度
F

样品本底的荧光强度#!标准溶液浓度的荧光

强度%假设
-*Q

*

样品基质效应
*

6/*Q

%则认为样品的基

质效应较小%用标准曲线法分析测试即可*若样品基质效应

"

-*Q

或
%

6/*Q

%则认为样品的基质效应较大%必须采用

标准加入法)从表
6

可知%样品中
,

种硒形态基质效应为

-+.9Q

!

66:Q

%表明其基体效应较小%用普通标准曲线法

定量即可)由于本研究采用的是离子对液相色谱法%样品提

取剂为
+*""$D

&

E

F6磷酸氢二铵"

C

\-.*

#%故标准溶液亦

须用
+*""$D

&

E

F6磷酸氢二铵"

C

\-.*

#进行稀释与定容)

表
!

!

样品的基质效应

"#$%&!

!

'#-+0̂&11&)-,(1-<&B;02/,(1:&,

5

&)0&,02,#.

5

%&,

样品
14#

7

5

/

!

Q

b414#

7

5

!

Q

14

"

.

#

!

Q

14b42

!

Q

14

"

&

#

!

Q

猪肉
:+.9 :/.6 -0.) 6*- :0./

鸡肉
--.9 :6./ -9.) 66+ 66/

/.+./

!

添加回收率和精密度

通过添加回收率试验以考察方法的添加回收率$批内精

密度和批间精密度%精密度用相对标准偏差"

A1=

#)添加回

收试验%共设置低$中$高
+

个浓度水平%每平行设
0

个重

,/-+

第
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复%批内精密度为同一批次的测量结果%批间精密度为不同

批次"

+

次#的测量结果)从表
/

可知%本方法
,

种硒形态添

加回收率为
90.-Q

!

6*:Q

%批内精密度和批间精密度分别

为
/.9Q

!

9.-Q

和
+.,Q

!

6/.+Q

)

/.+.+

!

方法线性和检出限

从表
+

可见%各种硒形态在
,

!

/**

+

W

&

E

F6范围内线性

良好%其相关系数均大于
*.:::

)以信噪比
(

!

'd+

为检出

限%

,

种硒形态检出限为
*.,,

!

*.:)

+

W

&

E

F6

)与其他文献

相比%本方法灵敏度与
\?E#I>#?Ib1

%

\?E#Ib1

!

b1

灵敏

度相近%高于
\?E#IKAI\SIJP1

灵敏度%且该方法测定硒

形态种类较多'

9

%

60

%

6:

(

)

测定畜禽肉样品中总硒含量和硒形态含量%以观察本方

法对样品中硒形态的提取率)提取率等于样品各硒形态含量

之和除以样品总硒含量)从表
)

可知%本方法样品硒形态提

取率较高%富硒畜禽肉中主要形态为硒代蛋氨酸和硒代胱氨

酸%未发现无机硒)

表
7

!

猪肉中
B

种硒形态的加标回收率和精密度#

!]V

$

"#$%&7

!

:-#2/#+/+&)(Z&+

4

+#-&,#2/

5

+&)0,0(2,(1

B;02/,(1:&,

5

&)0&,02

5

(+;,#.

5

%&,

"

!]V

#

项目
添加浓度!

"

"

W

&

3

W

F6

#

14#

7

5

/

!

Q

b414#

7

5

!

Q

14

"

.

#

!

Q

14b42

!

Q

14

"

&

#

!

Q

*.*/, 90.- -0./ -).) 6*, -:

回收率
*.6* -6.0 :*.+ --.) 6*9 :*

*./, -*.9 :/.- --.- 6*: :0

*.*/, 9.- ).: +.) ,.) ,.9

批内精密度
*.6* ,.9 +./ /.: ).) ).*

*./, ,./ /.9 +.6 ).+ +.,

*.*/, 6/.+ 0.: +., 0.0 0.,

批间精密度
*.6* :.) 0.* ).9 ,.- 9.+

*./, -., ,.9 ).+ 0./ 9.9

表
8

!

B

种硒形态的线性范围&线性方程&相关系数和检出限

"#$%&8

!

\02&#++#2

3

&

%

%02&#+&

?

*#-0(2

%

)(++&%#-0(2)(&110)0&2-,#2//&-&)-0(2%0.0-,

硒形态 线性范围!"

+

W

&

E

F6

# 线性方程 相关系数 检出限!"

+

W

&

E

F6

#

14#

7

5

/

,

!

/** 2d+-)+.-3F69-,.: *.:::6 *.-:

b414#

7

5 ,

!

/** 2d+:0,.93F6//-./ *.:::) *.9-

14

"

.

#

,

!

/** 2d)-,-.63F690,.9 *.:::- *.,,

14b42 ,

!

/** 2d+/)9.63F60/*.* *.:::0 *.:)

14

"

&

#

,

!

/** 2d)*6:.,3g:,0.- *.:::+ *.9*

表
=

!

样品硒形态和总硒含量的测定#

!]8

$

"#$%&=

!

J&-&+.02#-0(2(1:&,

5

&)0&,#2/-(-#%:&)(2-&2-,02,#.

5

%&,

"

!]8

#

样品
&

,

种硒形态

14#

7

5

/

!

"

"

W

&

3

W

F6

#

b414#

7

5

!

"

"

W

&

3

W

F6

#

14

"

.

#!

"

"

W

&

3

W

F6

#

14b42

!

"

"

W

&

3

W

F6

#

14

"

&

#!

"

"

W

&

3

W

F6

#

总硒!

"

"

W

&

3

W

F6

#

提取率!

Q

猪肉
*.*,-f*.*)+ H= H= *.6):f*.*+- H= *./0/f*.*6* 9:.*f+.)

鸡肉
*.*9)f*.*+- H= H= *.6*)f*.*,) H= *./6:f*.*6/ -6.+f)./

注,

H=

,未检出

+

!

结
!

论

!!

建立了一种用离子对液相色谱
I

原子荧光光谱法测定硒

代胱氨酸$甲基硒代半胱氨酸$硒代蛋氨酸$硒酸根和亚硒

酸根
,

种硒形态含量的方法)畜禽肉类样品无须冷冻干燥处

理%鲜样样品中有机硒经胰蛋白酶和蛋白酶
>̂R

酶解水浴提

取%无机硒经碘乙酰胺溶液提取%以磷酸盐体系为流动相%

四丁基溴化铵为离子对试剂%经
#6-

反相色谱柱分离%

6*

"(!

内可以完全分离
,

种硒形态)本方法较为简便$灵敏和

准确%为畜禽肉类硒形态分析与研究提供了切实可行的分析

方法和技术支撑)
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7

2(T&D&!8;($&!&D

7

2(T&D#B4"(52'

7

%

/**0

%

+-,

,

6+*)_

'

/
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