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摘 要：利用高效液相色谱-电感耦合等离子体质谱 (HPLC-ICP-MS)联用技术建立了富硒松辽黑猪肉中硒代胱氨酸 (Se⁃
Cys2)、甲基硒代半胱氨酸 (SeMC)、硒代蛋氨酸 (SeMet)、亚硒酸 [Se(Ⅳ)]和硒酸 [Se(Ⅵ)]5种硒形态的测定方法。添加蛋白酶 E
37 ℃水浴振荡 6 h提取样品中硒形态，采用 C18反相色谱柱，10 mmol/L乙酸铵+0.2 mmol/L四丁基氢氧化铵+1%甲醇 (pH=
5.5)为流动相，8 min内达到有效分离，方法线性范围为 5~100 ng/mL，线性相关系数 (r)均大于 0.999，检出限为 1.88、1.58、
1.13、1.09、1.05 µg/L，回收率 70.7%～98.4%，精密度在 6%以内。利用建立的方法测定了富硒松辽黑猪肉中硒形态，其主

要为硒代蛋氨酸、硒代胱氨酸和甲基硒代半胱氨酸。

关键词：松辽黑猪肉；硒形态；高效液相色谱-电感耦合等离子体质谱法

中图分类号：O657.63；TS251.5 文献标识码：A 文章编号：2096-5877（2026）02-00108-07

Determination of Selenium Species in Selenium-Enriched Songliao Black Pork

by High-Performance Liquid Chromatography-Inductively Coupled Plasma

Mass Spectrometry
YU Zehong1, ZHANG Zhendu1, LIU Xiaoxiao1, DAI Xin2, WANG Lei1, LIU Lizhai1, ZHANG Xu2*,

ZHAO Yunhui1*

(1. Jilin Academy of Agricultural Sciences(Northeast Agricultural Research Center of China)/Agricultural and Ru‐

ral Affairs Department of Agricultural Products and Processed Products Quality Inspection and Testing Center

(Changchun)/Jilin Provincial International Joint Research Center for Meat Herbivorous Livestock Production

Technology/Key Laboratory of Beef Cattle Genetics and Breeding, Ministry of Agriculture and Rural Affairs,

Changchun 130033; 2. Jilin Provincial Institute of Product Quality Supervision and Inspection, Changchun

130103, China)

Abstract: A method for the determination of five selenium species, namely selenocystine(SeCys2), methylseleno‐

cysteine(SeMC), selenomethionine(SeMet), selenite[Se(IV)] and selenate[Se(VI)], in selenium-enriched Songliao

black pork was established by high-performance liquid chromatography-inductively coupled plasma mass spec‐

trometry(HPLC-ICP-MS). Selenium species in the samples were extracted with Pronase E via water bath shaking

at 37℃ for 6h. Using a C18 reversed-phase chromatographic column, with the mobile phase of 10 mmol/L ammo‐

nium acetate + 0.2 mmol/L tetrabutylammonium hydroxide + 1% methanol(pH 5.5), effective separation of the

five selenium species was achieved within 8 min. The linear range of the method was 5-100 ng/mL with the linear

correlation coefficients(r) all greater than 0.999. The detection limits were 1.88 μg/L, 1.58 μg/L, 1.13 μg/L, 1.09

μg/L and 1.05 μg/L, respectively. The recovery rates were in the range of 70.7%-98.4%, and the relative standard

deviation(RSD) was less than 6%. This established method was applied to determine the selenium species in
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selenium-enriched Songliao black pork, which was found to be mainly composed of SeMet, SeCys2 and SeMC.

Key words: Songliao black pork; Selenium species; High-performance liquid chromatography-inductively

coupled plasma mass spectrometry

硒是人体必需的微量元素，在动植物体内具

有多种形态，主要分为无机硒和有机硒，无机硒

主要有硒酸盐 [Se(Ⅵ)]和亚硒酸盐 [Se(Ⅳ)]等；有机

硒主要有硒蛋白、硒核酸、硒多糖等含硒大分子

化合物，以及目前研究较多的硒代胱氨酸 (Se⁃
Cys2)、甲基硒代半胱氨酸 (SeMC)、硒代蛋氨酸

(SeMet)等含硒小分子化合物 [1-2]。研究表明，有机

硒具有较高的生物活性和生物利用度，对健康有

益 [3-11]。在硒的营养效应受到日益关注的同时，硒

形态的分析研究越来越受到重视。松辽黑猪肉质

具有肉色佳、嫩度好、保水性强、营养价值高和味

道鲜美等特点 [12-13]，对富硒松辽黑猪肉中硒形态

进行分析研究具有重要意义。

硒形态的定性和定量分析的准确性主要取决

于样品的基质组成及含有的硒形态，肉中硒形态

主要是含硒蛋白类化合物，样品前处理采用蛋白

酶水解，反应条件比较温和，可获得较高的提取

率和回收率 [14-16]。硒形态分析主要有液相色谱-
电感耦合等离子体质谱法 (LC-ICP-MS)和液相色

谱-原子荧光光谱法 (LC-AFS)，LC-AFS法样品提

取液经色谱分离后与氧化剂进行紫外消解，然后

与还原剂反应生成硒化氢进行原子荧光测定，相

较 LC-ICP-MS 法繁琐，且 LC-ICP-MS 法灵敏度

高、线性范围宽 [17-22]。色谱柱主要使用阴离子交

换色谱柱和 C18反相色谱柱，而 C18色谱柱对硒形

态的分离效率更高，稳定性更好 [23-25]。因此，本研

究利用高效液相色谱-电感耦合等离子体质谱

(HPLC-ICP-MS)法，以 C18反相色谱柱为分析柱，酶

解法进行样品提取，对富硒松辽黑猪肉中 SeCys2、
SeMC、SeMet、Se(Ⅳ)和 Se(Ⅵ)共 5种硒形态进行分析

研究，为富硒强化产品质量与安全提供技术支撑。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

供试样品：富硒松辽黑猪肉，取样于吉林省农

业科学院畜牧兽医研究所养猪试验场。

标准物质：亚硒酸根离子溶液(GBW10032)、硒
酸根离子溶液 (GBW10033)、甲基硒代半胱氨酸溶

液 (GBW10088)、硒代蛋氨酸 (GBW10034)、硒代胱

氨酸(GBW10087)，购于中国计量科学研究院。

主要试剂：乙酸铵 (色谱纯，上海麦克林生化

科技股份有限公司)，四丁基氢氧化铵 (分析纯，上

海阿拉丁生化科技股份有限公司)，甲醇 (色谱纯，

赛默飞世尔科技有限公司)，链霉蛋白酶 E(上海源

叶生物科技有限公司)。
1.2 仪器与设备

Flexar 高效液相色谱-NexION 350X电感耦合

等离子体质谱联用仪 (美国 Perkin Elmer 公司)；
Genie PURIST 超纯水机 (上海乐枫生物科技有限

公司)；KQ-500DB 超声波仪(昆山市超声仪器有限

公司)；LGJ-10C真空冷冻干燥机(北京四环起航科

技有限公司)；TG18台式高速离心机 (长沙安捷仪

器仪表有限公司)；SHZ-B水浴振荡器 (上海博迅

医疗生物仪器股份有限公司)。
1.3 仪器条件

1.3.1 色谱条件

色谱柱 Agilent ZORBAX SB-Aq C18(250 mm×
4.6 mm，5 µm)，柱温 25 ℃，流动相 10 mmol/L乙酸

铵+0.2 mmol/L四丁基氢氧化铵+1%甲醇(pH=5.5)，
流速 1 mL/min，进样量 10 µL。
1.3.2 质谱条件

RF入射功率 1 600 W，射频电压 1.80 V，KED
模式，雾化气流速 0.94 L/min，载气流速 3.0 L/min，补
偿气流速 3 L/min，采样深度 8.0 mm，泵速 0.3 r/s，检
测同位素 78Se。
1.4 前处理方法

先将供试样品 (猪背最长肌)切成小碎块，真

空冷冻干燥后研磨成均匀粉末。称取粉末试样

0.5 g于离心管中，加入高纯水 4.5 mL，涡旋 3 min，加
500 µL蛋白酶 E(200 mg/mL)，37 ℃水浴振荡 6 h，然
后 10 000 r/min离心 10 min，上清液过 0.22 µm滤

膜，待测。同时做空白实验。

2 结果与分析

2.1 流动相选择

不同流动相对硒形态的分离影响较大，常用

的流动相有磷酸盐、柠檬酸、乙酸铵等，磷酸盐和

柠檬酸流动相存在分离效果较差的问题 [26-30]，因

此，选择乙酸铵作为流动相，同时加入四丁基氢氧化

铵和甲醇，改善分离效果和峰型。经过对比不同浓

度乙酸铵流动相，15 mmol/L时 SeMet和 Se(Ⅳ)峰部

分重叠，不能有效分离；5 mmol/L时 Se(Ⅳ)和 Se(Ⅵ)
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出峰时间较长。因此，流动相选择 10 mmol/L乙酸

铵+0.2 mmol/L四丁基氢氧化铵+1%甲醇(pH=5.5)，
8 min内达到有效分离，保留时间见图 1。

表 1 提取方式对 5种硒形态提取效果的影响

Table 1 Effects of extraction methods on the extraction efficiency of 5 selenium species

提取方式

Extraction method
超声

水浴振荡

硒代胱氨酸峰面积

Peak area of SeCys2
3 505
3 743

甲基硒代半胱氨酸峰面积

Peak area of SeMC
4 743
4 869

硒代蛋氨酸峰面积

Peak area of SeMet
4 822
5 002

亚硒酸盐峰面积

Peak area of Se(Ⅳ)
4 857
4 826

硒酸盐峰面积

Peak area of Se(Ⅵ)
5 364
5 371

表 2 提取时间对 5种硒形态提取效果的影响

Table 2 Effects of extraction time on the extraction efficiency of 5 selenium species

提取时间/h
Extraction time/h

2
4
6
8
10
12

硒代胱氨酸峰面积

Peak area of SeCys2
3 743
4 115
4 243
4 204
4 250
4 238

甲基硒代半胱氨酸峰面积

Peak area of SeMC
4 869
5 082
5 269
5 217
5 176
5 185

硒代蛋氨酸峰面积

Peak area of SeMet
5 002
5 573
6 502
6 490
6 539
6 487

亚硒酸盐峰面积

Peak area of Se(Ⅳ)
4 826
4 835
4 796
4 651
4 430
4 209

硒酸盐峰面积

Peak area of Se(Ⅵ)
5 371
5 287
5 331
5 384
5 404
5 392

 

 

 

图 1 5种硒形态的保留时间

Fig.1 Retention time of 5 selenium species

2.2 提取方式的选择

酶解法提取肉中硒形态常采取超声和振荡两

种方式，为考察不同方式对提取效果的影响，选

择在实际样品中进行基质加标，添加 5种硒形态

浓度均为 50 ng/mL，研究超声 (60 min)和水浴振荡

(37 ℃，120 min)两种方式的提取效果，以峰面积作

为评价。从表 1可以看出，两种提取方式对 Se(Ⅳ)
和 Se(Ⅵ)提取效果无差异，主要因为基质样品中

未检出 Se(Ⅳ)和 Se(Ⅵ)，均是添加的自由态标液；

而水浴振荡方式 SeCys2、SeMC和 SeMet的响应峰

面积较高，因此提取方式选择水浴振荡。

2.3 提取时间的选择

为保证样品完全提取，对提取时间进行考察，

样品基质中添加浓度为 50 ng/mL的 5种硒形态标

液，37 ℃水浴分别振荡 2、4、6、8、10、12 h，以峰面

积作为评价。从表 2可以看出，SeCys2、SeMC和
SeMet提取时间 2 h和 4 h时响应峰面积较小，而 6 h
后差异不大；Se(Ⅳ)在提取时间 8 h后峰面积减小，

提取时间越长效率越低，因此提取时间选择 6 h。
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2.4 蛋白酶用量的优化

蛋白酶的用量影响样品的提取效果，样品基

质中添加浓度为 50 ng/mL的 5种硒形态标液，分

别加入 100、250、500、750 µL蛋白酶 E，考察对 5
种硒形态的提取效果，以峰面积作为评价，从表 3

可以看出，随着蛋白酶 E用量的增加，Se(Ⅳ)和 Se
(Ⅵ)的响应峰面积变化不大，SeCys2、SeMC 和

SeMet的响应峰面积逐渐增大，但当加入 500 µL
和 750µL的蛋白酶 E时 5种硒形态的峰面积变化

不大，因此蛋白酶 E加入量选择 500 µL。

表 3 蛋白酶加入量对 5种硒形态提取效果的影响

Table 3 Effects of proteinase addition on the extraction efficiency of 5 selenium species

蛋白酶加入量/µL
Amount of protease added

100
250
500
750

硒代胱氨酸峰面积

Peak area of SeCys2
3 557
3 898
4 243
4 251

甲基硒代半胱氨酸峰面积

Peak area of SeMC
4 776
4 962
5 269
5 190

硒代蛋氨酸峰面积

Peak area of SeMet
5 529
5 994
6 502
6 523

亚硒酸盐峰面积

Peak area of Se(Ⅳ)
4 708
4 765
4 796
4 771

硒酸盐峰面积

Peak area of Se(Ⅵ)
5 352
5 278
5 331
5 409

表 4 5种硒形态的线性关系和检出限

Table 4 Linear relationships and detection limits of 5 selenium species

硒形态

Selenium species
硒代胱氨酸

甲基硒代半胱氨酸

硒代蛋氨酸

亚硒酸盐

硒酸盐

线性方程

Linear equation
y=80.506x-51.739
y=101.360x+31.497
y=108.310x-21.949
y=90.812x+233.160
y=102.850x+315.900

相关系数 r

Correlation coefficient(r)
0.999 2
0.999 4
0.999 6
0.999 7
0.999 1

检出限/µg·L-1
Detection limits

1.88
1.58
1.13
1.09
1.05

表 5 回收率和精密度结果

Table 5 Recovery rate and precision results

硒形态

Selenium species
硒代胱氨酸(SeCys2)

甲基硒代半胱氨酸(SeMC)

硒代蛋氨酸(SeMet)

亚硒酸盐[Se(Ⅳ)]

硒酸盐[Se(Ⅵ)]

加入浓度/µg·L-1
Added concentration

5
50
5
50
5
50
5
50
5
50

回收率/%
Recovery rate

73.4、75.2、70.7、74.1、78.4、76.5
85.2、90.9、89.1、89.7、92.6、91.0
85.8、80.3、79.6、81.5、75.7、72.2
98.4、89.1、92.2、90.5、93.7、94.7
88.6、82.0、81.1、85.8、82.7、79.4
93.3、95.2、96.3、90.7、88.4、90.2
71.5、74.7、78.3、73.8、83.6、77.5
83.7、87.5、89.4、88.7、84.8、82.1
83.7、87.9、78.3、80.5、81.6、89.9
94.9、88.2、89.7、90.7、88.6、83.1

RSD/%
3.55
2.82
5.96
3.55
4.03
3.34
5.55
3.41
5.34
4.30

2.5 方法线性和检出限

采用外标定量法，分别配制浓度为 5、10、20、
40、100 µg/mL的混合标准溶液，建立校准曲线，5
种硒形态的线性相关系数良好，均大于 0.999。以

信噪比 S/N=3时对应的浓度计算检出限，SeCys2、

SeMC、SeMet、Se(Ⅳ)和 Se(Ⅵ)的检出限分别为

1.88、1.58、1.13、1.09、1.05 µg/L，结果见表 4。
2.6 方法回收率和精密度

采用基质加标方法考察回收率和精密度，添

加低浓度 5 µg/L和高浓度 50 µg/L两个浓度水平，
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进行 6次平行测定，分别计算回收率及相对标准

偏差 (RSD)，5种硒形态的加标回收率在 70.7%～
98.4%，RSD值小于 6%，回收率和精密度良好，结

果见表 5。
2.7 样品分析

利用所建立的方法对富硒松辽黑猪肉中硒形

态进行 7次平行测定，结果见表 6，富硒松辽黑猪

肉中 Se(Ⅳ)和 Se(Ⅵ)未检出，SeCys2、SeMC、SeMet含
量分别为 0.053 8、0.026 5、0.122 0 mg/kg，占比

分别为 26.7%、13.2%、60.1%，推测经富硒强化后，

硒在松辽黑猪体内富集，转化为不同形态的有机

硒，主要为硒代蛋氨酸。

表 6 富硒猪肉中 5种硒形态含量

Table 6 Contents of 5 selenium species in selenium-enriched pork

含量

Content
富硒猪肉/mg·kg-1

平均值/mg·kg-1
RSD/%

注：ND为未检出。

Note: ND means not detected.

硒代胱氨酸

SeCys2
0.051 3
0.051 5
0.054 5
0.057 0
0.050 0
0.056 8
0.055 7
0.053 8
5.33

甲基硒代半胱氨酸

SeMC
0.025 3
0.026 5
0.028 1
0.023 8
0.025 9
0.028 4
0.027 2
0.026 5
6.11

硒代蛋氨酸

SeMet
0.122
0.128
0.127
0.115
0.114
0.120
0.118
0.121
4.54

亚硒酸盐

Se(Ⅳ)
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

硒酸盐

Se(Ⅵ)
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

3 结 论

本实验经过提取条件的选择和优化，建立了

高效液相色谱-电感耦合等离子体质谱联用技术

测定富硒松辽黑猪肉中硒代胱氨酸、甲基硒代半胱

氨酸、硒代蛋氨酸、亚硒酸和硒酸的方法，添加蛋白

酶 E 500 µL，37 ℃水浴振荡 6 h，猪肉中硒代胱氨

酸、甲基硒代半胱氨酸、硒代蛋氨酸、亚硒酸和硒酸

的提取效果最优；10 mmol/L乙酸铵+0.2 mmol/L四
丁基氢氧化铵+1%甲醇(pH=5.5)作为流动相，8 min
内达到有效分离，检出限为 1.88、1.58、1.13、1.09、
1.05 µg/L，回收率在 70.7%~98.4%，精密度小于

6%，该方法可为富硒产业的高质量发展提供有效

支撑。利用建立的方法测定富硒松辽黑猪肉中硒

形态，主要为硒代蛋氨酸、硒代胱氨酸和甲基硒

代半胱氨酸，其占比分别为 60.1%、26.7%、13.2%。
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