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摘　要 :硒的形态研究是了解环境中硒的毒性、生物可利用性、迁移和生物地球化学循环等方面的基础 ,其研究方法一般分为

直接和间接法。本文总结了环境中硒形态的研究方法 ,特别是对环境样品中常用的硒形态分析技术———连续化学浸提技术

作了全面详细的讨论 ,并综述了其它硒形态分析方法的最新动态。
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Abstract : Toxicity , mobility and bioavailability of selenium are cont rolled by chemical speciation in the environ2
ment1 Determination of Se speciation is a key aspect to understand it s biogeochemistry cycle and potential environ2
mental consequence1 The speciation analysis of selenium in environmental samples , which are summarized in this

paper , is commonly divided into direct or indirect method1 In particularly , t he sequential chemical ext raction tech2
nique , which was commonly applied on selenium speciation in the environment , was discussed in great details1
Meanwhile , the trends of other methods were also reviewed1
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　　硒是人体和动物必需的微量元素[1～3 ] ,但其毒

性与营养的阈值范围极窄。国际学术组织联合会

( FAO/ W HO/ IA EA)建议成年男女膳食硒适宜需

要量分别为 40 和 30μg/日[4 ]。长期食用低于 011

mg/ kg的含硒食物会导致人体硒缺乏反应症 ,长期

食用硒高于 1 mg/ kg 的食物则会引起硒中毒[5 ]。

不同生态环境中硒的分布差异很大 ,这种不均一的

分布导致不同区域的生态健康效应 ,如美国加州

Kesterson水库的鸟禽[6 ]、中国湖北恩施的人畜硒

中毒事件[7 ] ,以及中国低硒带的大骨节病、克山病等

缺硒疾病[8 ]。研究表明 ,硒的生物可利用性不仅取

决于环境介质中硒的总量 ,更依赖于硒的存在形式

与转化[ 9～11 ]。因此 ,环境中硒的形态研究能够为深

入了解硒的生物可利用性、生物地球化学循环及其

环境行为和效应等方面提供重要的信息。

根据国际纯粹与应用化学联合会 ( IU PAC)和

诸多学者[12 ,13 ]对元素形态分析的定义和理解 ,硒形

态分析技术可分为直接法和间接法。由于地质样

　　



品中硒形态的复杂性 ,难以对其进行直接定量分

析 ,一般采用连续化学浸提技术。本文系统综述了

硒形态的分析方法 ,重点论述了硒的连续化学浸提

技术。

1　环境中硒的存在形式

硒存在形式的早期研究主要集中于矿床学、矿物

学和环境地球化学。朱建明等[14 ]于 2003 年对已发

现的 107种硒矿物进行了总结和归类 ,概述了表生环

境中硒的存在形式。环境中硒主要以无机和有机硒

形式存在 (表 1) [10～12 ,15 ] ,不同硒形态间会因 p H、Eh

和生物作用 (如甲基化)等因素的影响而发生转变 ,其

中 p H2Eh是主要的影响因素。图 1给出了常温常压

下不同形态硒稳定存在的 p H2Eh范围。

表 1　环境中主要的硒化合物 [10 ,15 ]

Table 1　The major selenium compounds in the environment

硒　化　合　物 化　学　式 存　在　条　件

无

机

硒

有

机

硒

硒化氢 (2Ⅱ①) H2 Se② 气体 ,不稳定 ,水中易分解成 Se0

硒氢化物 (2Ⅱ) Se2 - 还原环境 ,金属硒化物 ,土壤中

元素硒 (0) Se0 还原环境稳定存在 ,水中不溶解

亚硒酸盐 (Ⅳ) SeO2 -
3 弱氧化条件 ,易溶解 ,如土壤或大气颗粒

偏亚硒酸盐 ( Ⅳ) HSeO2 -
3 酸性或中性条件 ,易还原 ,如土壤中

二氧化硒 (Ⅳ) SeO2 化石燃料燃烧放出的气体 ,易溶于水

硒酸盐 ( Ⅵ) SeO2 -
4 弱氧化条件 ,易还原 ,易为植物利用

硒酸根 ( Ⅵ) SeO2 -
4 , HSeO -

4 一般土壤环境

二甲基硒化物 (DMSe) (CH3) 2 Se② 土壤中微生物、细菌形成的挥发组分

二甲基二硒化物 (DMDSe) (CH3) 2 Se2
② 植物形成的挥发组分

二甲基硒砜 (CH3) 2 SeO2
② DMSe的前期还原挥发产物 ,由代谢形成

三甲基硒 (CH3) 3 Se + 动物代谢产物 ,以尿形式排放

　　　　注 :①表示无机硒化合物中硒的价态 ;②表示该硒化合物具有挥发性

改自文献[ 16 ]

Modified f rom ref1 [ 16 ]

图 1　常温常压下硒的 p H2Eh图

Fig11　Eh2p H diagram of selenium species at 25℃,1atm ,

and ∑Se = 10 - 6 M

　　此外 ,生物体内还有硒代半胱氨酸 ( Selenocys2
teine) 、硒代胱氨酸 ( Selenocystine) 、硒代蛋氨酸
(Selenomethionine) 、硒乙硫基氨基酪酸 ( Selenothi2
onine) 、硒甲基硒代半胱氨酸 ( Se2met hylselenocys2
teine) 、硒甲基硒代蛋氨酸 ( Se2methylselenomethi2
onine) 、γ2谷氨酰硒甲基硒代半胱氨酸 (γ2glutamyl2
Se2met hylselenocysteine) 、硒蛋白 ( Selenoprotein)

等有机硒化合物[15 ,17 ] ,对它们的分离和定量分析一

般要用仪器联用技术。

2　硒形态的间接分析技术

211　硒连续化学浸提技术

连续化学浸提技术是一种根据物理性质 (如粒

度、溶解度)或化学性质 (如结合状态、反应活性)的

差异进行元素分类提取的元素形态分析方法[12 ,13 ]。

它不仅能为土壤、沉积物样品中元素的形态、分布、

循环、转化等提供详细信息 ,而且如选择适宜的提

取剂还能预测元素的生物可利用性。在勘查地球

化学中它是寻找深部隐伏矿床的一种有效手段[18 ]。

早在 20世纪 70 年代 ,连续化学浸提技术就被

用来分析海洋沉积物中的微量元素形态[19 ] ,但只是

分出可溶态和残留态两类。Tessier 等[20 ]于 1979
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年首次系统总结了浸提方案 ,提出了五种结合态

(相态)分类的浸提方案 ,研究了沉积物中 Cu、Co、

Ni、Cd、Pb、Zn、Fe、Mn 等金属元素的形态。然而 ,

在用 X射线衍射和扫描电镜技术研究模拟的沉积

物或土壤[21 ]后 ,“Tessier 方案”的准确性和合理性

受到质疑 ,认为提取过程中未考虑元素的再分配 ,

也没有考虑提取剂 (如 NaOCl、混合酸)可能导致的

元素形态变化 ;指出形态分析只能给出相应结合态

中元素的总浓度 ,而不能全面准确反映元素的形态

信息。尽管连续化学浸提技术有上述缺陷 ,并且用

于模拟自然过程 (如氧化、酸化)的提取剂也与实际

自然条件不同 (提取剂反应更强烈、速度更快) [22 ] ,

但适宜的浸提方案仍能成功地给出元素生物可利

用性的定性或半定量信息。

Cutter [23 ]首次研究了沉积物和生物成因颗粒

物中硒的形态 (表 2) 。但由于硒极易发生重新吸

附 ,硒形态也容易受提取剂影响而发生改变[ 21 ] ,传

统的金属元素浸提方案并不适用于硒。Chao 和

Sanzolone[ 24 ]遂提出了适合硒的连续化学浸提方案 ,

将土壤中硒划分为五种结合态 (表 3) ,探讨了方案

的有效性、准确性和实用性 ,指出方案的精密度好 ,

准确度高。随后 , Tokunaga 等[ 25 ]提出了八级浸提

方案 ,把前人方案中的 Fe2Mn氧化物结合态拆分为

易还原氧化物结合态、无定型氧化物结合态和晶体

氧化物结合态 (表 3) ,但这种分类方案并不适用于

所有样品。在研究湿地生态系统沉积物中硒的形

态时发现它们几乎不含碳酸盐和无定型铝硅盐结

合态硒 ,易还原、无定型和晶体氧化态结合态硒的

含量也很低[26 ]。因此 ,碳酸盐和无定型铝硅盐结合

态被剔除 ,三种铁氧化物的结合态硒归并为一类。

他们还借鉴前人方案[27 ]提取了元素态硒 ,考虑到强

氧化剂 (NaOCl)提取有机结合态硒时可能会将元素

硒一并提取出来[28 ] ,所以将其放在可吸附态之后、

有机结合态提取之前。

表 2　Tessier与 Cutter的连续化学浸提方案

Table 2　The scheme of sequential chemical extraction of Tessier and Cutter

结合态 Tessier方案 [20 ] Cutter方案 [23 ]

可交换态 1mol/ L MgCl2 (p H = 710) 1mol/ L MgCl2 (p H = 710)

碳酸盐结合态 1mol/ L NaOAc/ HOAc (p H = 51 0) 1mol/ LNaOAc/ HOAc (p H = 51 0)

Fe2Mn氧化物结合态 0104mol/ L N H2OH·HCl + 25 % HOAc (p H = 210) 0104mol/ L N H2OH·HCl + 25 % HOAc (p H = 210)

有机结合态 H2O2/ HNO3 (p H = 210) + N H4OAc HNO3 + HClO4

残渣态 HF + HClO4 无此步

表 3　Tokunaga 和 Chao 的硒连续化学浸提方案

Table 3 　The scheme of selenium sequential chemical extraction of Tokunaga and Chao

结合态 Tokunaga方案 [25 ] Chao 方案 [24 ]

水溶态 0125mol/ L KCl 0125mol/ L KCl

可交换态 011mol/ L K2 HPO4 (p H = 810) 1mol/ L KH2 PO4 (p H = 41 7)

碳酸盐结合态 1mol/ L NaAc (p H = 51 0) + 01 1mol/ L K2 HPO4 (p H = 81 0) 　　　　无此步

有机结合态 NaOCl (p H = 915) KClO3 + 12mol/ L HCl

易还原氧化物结合态 011mol/ L N H2O H (p H = 2) + 01 1mol/ L KO H

无定型氧化物结合态 0125mol/ L N H2O H/ HCl (50℃) + 011mol/ L KO H

晶体氧化物结合态 4mol/ L HCl Fe2Mn氧化物结合态　　　　4mol/ L HCl

1518mol/ L HNO3 + 111 7mol/ L

无定型铝硅盐结合态 015mol/ L NaO H 残渣态　HClO4 + 281 9mol/ L HF

　　硒结合态分类时 ,亦应优化提取剂的选择。1997

年首次用 K2 HPO42KH2 PO4 (p H = 710)缓冲溶液取

代 KH2 PO4 (p H = 418)来提取可交换态硒[28 ] ,因为后

者的酸性提取可能会提前释放碳酸盐和无定型结合

态硒 ,导致过高估计可交换态硒含量。在提取有机结

合态硒时 ,用 K2 S2 O8 或 NaO H取代 NaOCl ,比较了

K2 S2 O8 与 NaO H的区别 , K2 S2 O8 提取效率虽高 ,过

强的氧化性却掩盖了结合态中硒价态的信息 ,选用

NaO H提取则可以有效获取有机结合态硒及其中硒

价态信息。元素态硒的提取剂一般是 Na2 SO3
[27 ] ,最

近有人改用 CS2
[29 ] ,后者的准确性比 Na2 SO3 高 ,但

提取效率仍有待提高。硫化物或硒化物结合态硒的
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释放通常采用两种方法 :氧化法用 KClO3 + HCl为提

取剂[18 ] ;还原法用 CrCl2 + HCl 为提取液[30～32 ] (表

4)。对残渣态硒有人用 HNO3 + H2 SO4 微波辅助消

解[33 ,34 ] ,有人用 LiBO2 熔融释放[35 ] ,有人则用γ光谱

仪直接测定[36 ]。

硒连续化学浸提方案在实践中得到应用和不

断改进。有人应用连续化学浸提技术研究了 Mold2
ova土壤和沉积物中硒的结合态 ,指出地下水硒浓

度过高的主要原因是人为活动[37 ]。有人将水溶态

与可交换态硒合并为可利用态硒 ,用于评估干旱2半
干旱地区土壤中硒的生物可利用性 ,探讨了土壤硒

与植物硒间的潜在关系[38 ]。lim 等[39 ]提出了有机

质含量低、Fe2Mn氧化物含量高土壤的硒连续化学

浸提方案。他们指出 1∶20 的固液比能保证结合态

硒的完全提取 ,针对土壤有机质含量不高的特点 ,

没有把强氧化剂作为必需的提取剂。有人针对酸

性火山灰土壤 Fe、Al 含量较高的特点 ,提出用

N H4 Cl、N H4 F、NaCl (用于消除 N H4 F 的影响) +

NaO H分别提取水溶态硒、铝结合态硒、铁结合态

硒的三步连续浸提方案 ,定性、定量研究土壤中硒

的结合态[40 ]。硒连续化学浸提技术一般局限于土

壤和沉积物环境样品 ,也有人尝试将其应用于地质

样品。如 Kulp 等[ 30 ]利用七级浸提方案 (表 4)研究

了美国南达科他州和怀俄明州白垩纪富硒碳质页

岩和白垩中硒的结合态。他们用“Martens方案”提

取水溶态、可交换态、有机结合态硒 ,用“Velinsky和

Cutter方案”提取元素硒和硫化物结合态硒 ,在元素

硒提取之后 ,分析了碳酸盐结合态硒 ,提取剂为

CH3 COO H[25 ,27 ,28 ]。张忠等[18 ]应用六级浸提方案研

究了岩石中的结合态硒 ,朱建明等[31 ,32 ]建立了用于高

硒环境样品形态分析的连续化学浸提方案 (表 4)。

表 4　张忠与 Kulp、朱建明连续化学浸提方案

Table 4　The scheme of selenium sequential chemical

extraction of Zhang , Kulp and Zhu

结合态 张忠方案 [18 ] Kulp、朱建明方案 [30～32 ]

水溶态 H2O H2O

可交换态 011mol/ L KH2 PO4
011mol/ L K2 HPO42KH2PO4

(p H = 710)

有机结合态 011mol/ L Na4P2O7 01 1mol/ L NaO H

元素态 无此步 1mol/ L Na2SO3 (p H = 710)

碳酸盐结合态 4mol/ L HCl 15 % CH3 COO H

硫化物结合态 KClO3 + 12mol/ L HCl
015 mol/ L CrCl2 + 3mol/

L HCl

残渣态 浓 HNO3 + HClO4 + HF 浓 HNO3 + HClO4/ HF

　　上述各种浸提方案都不外乎水溶态、可交换

态、Fe2Mn氧化物结合态、碳酸盐结合态、有机结合

态、元素态、硫化物结合态和残渣态等结合态的组

合 ,或某一结合态 (如 Fe2Mn氧化物结合态)的进一

步划分。

21111　可利用态硒 　基于生物可利用性的研究 ,

研究者又将硒结合态归类为可利用态、潜在可利用

态和不可利用态硒[24 ,41 ]。早期研究者主要关注可

利用态硒 ,目前有学者开始研究潜在可利用态和不

可利用态硒[30 ]。可利用态硒包括容易发生淋滤且

易被植物吸收利用的水溶态和可交换态 ,潜在可利

用态硒包括碳酸盐结合态和 Fe2Mn氧化物结合态 ,

是可利用态硒的直接来源。硫化物结合态、有机结

合态和残渣态则属于不可利用态硒 ,但有机结合态

硒中的富里酸硒容易矿化成可利用态硒 ,应当归属

于潜在可利用态[42 ,43 ]。元素硒的分类目前尚无定

论 ,但依其地球化学特性 ,应归属于不可利用态。

各结合态硒不是固定不变的 ,会随着时间、p H、Eh

的改变而变化。美国怀俄明州三个地区土壤的硒

结合态的研究[41 ]表明 ,硫化物与有机结合态硒风化

后成为潜在可利用态硒 ,进而转变为可利用态硒 ;

酸性提取态硒可缓慢转化为可交换态硒 ;可交换态

硒则可逐渐转变为水溶态硒。Peters等[ 44 ]的研究表

明 ,沉积物中有机或硫化物结合态硒会随着还原电

位的增高 ,转变为可交换态和 Fe2Mn 氧化物结合

态硒。

在研究可利用态硒时 ,常常一并分析硒的价

态[24 ,30～32 ,36 ,41 ]。Se ( Ⅵ)是植物的主要可利用态硒 ,

但不稳定 ,很容易淋滤和迁移 ; Se ( Ⅳ)可被土壤颗

粒高度吸附 ,生物可利用性相对较低 ;元素硒 Se (0)

不溶于水 ,不易被植物吸收利用 ;有机硒则含量较

低 ,生物可利用性也较低[ 22～28 ,33～35 ]。因此 ,可利用

态硒价态的信息对理解硒的生物可利用性和毒性

有直接意义。可利用态硒的价态分析一般采用差

减法[24 ,28 ,30～32 ]。

21112　有机结合态硒 　各种结合态中 ,有机结合

态硒所占的比例较大 (约 30 %～70 %) [24～39 ] ,对它

的进一步研究有助于深入了解硒的分布和生物可

利用性。有机结合态硒一般与腐殖质中的富里酸

( FA)和胡敏酸 ( HA)结合 ,呈弱吸附、强吸附或与

官能团的结合相。富里酸结构简单 ,既溶于酸 ,又

溶于碱 ,与其结合的硒容易矿化分解为无机硒和低

分子有机硒化合物 ,可以被植物利用 ;胡敏酸的结

构稳定 ,只溶于碱 ,与其结合的硒难以被植物利用。

因此 ,不少研究者将有机结合态硒区分为富里酸硒
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( FA2Se)和胡敏酸硒 ( HA2Se) 。如 Seby等[42 ]把有

机结合态硒提取液 (2mol/ L NaO H 提取)酸化至

p H = 115 ,能溶于酸的是富里酸硒 ,沉淀的是胡敏酸

硒 ,并分析了富里酸硒的价态。Coppin 等[36 ]、葛晓

立等[ 43 ]也进行了类似研究 ,但在有机结合态硒提取

剂的选择、酸化提取液所选用的酸及酸化程度等方

面都有所差异。此外 ,也有学者用其他方法来研究

硒与有机质间的关系 ,如用高分辨透射电镜 ( TEM)

定性研究了不同硒矿床抽提的干酪根中的硒[ 45 ] ,讨

论了硒与有机质 (主要是干酪根)的结合方式。但

与硒结合的究竟是何种分子片段的有机质或具体

的官能团 ,还有待进一步研究。

3　硒形态的直接分析技术

311　仪器分析技术

仪器分析技术可以直接分析环境样品中的硒

形态。常用的有同步 X 射线荧光微探针 ( SXR2
FM) 、X射线吸收光谱 ( XAS) 、近边 X射线吸收精

细结构谱 ( XAN ES) 、扩展 X射线吸收精细结构谱

( EXA FS) 、扫描电镜等。

用 SXRFM技术对人工合成富硒土壤中硒的观

察有力支持了 Se ( Ⅵ)可以还原为 Se ( Ⅳ)和 Se (0)

的“局部还原带模型”[46 ]。用 XAS技术研究了美国

加州 Kesterson水库受硒污染土壤和沉积物中的硒

形态[ 47 ] ,测定了 Se ( Ⅳ)和 Se ( Ⅵ) ,发现元素硒光

谱 ,证实了土壤和沉积物中元素硒的存在 ,进一步

确定元素硒为红色单斜晶元素硒[48 ]。不足的是 ,由

于有机硒的种类多样且 XAS光谱特征相似 ,尚未进

行详细区分。经微生物代谢的亚硒酸盐 XAN ES光

谱特征研究[49 ]和 EXA FS测定的元素硒的同质异

形体———红硒和灰硒的研究证实了亚硒酸盐和硒

酸盐发生还原反应转变为元素硒的途径。用扫描

电镜、电子探针等微束分析技术对湖北恩施渔塘坝

富硒碳质岩中硒的赋存状态的研究[50 ,51 ] ,发现了多

成因、多形态元素硒和硒铜蓝、方硒铜矿、硒银矿等

矿物 ,首次证实了富硒碳质岩及其周围土壤中元素

硒的存在。

312　仪器联用技术

近年来 ,分离技术与检测、鉴定技术的联用 (图

2) ,使硒形态准确定量分析成为可能 ,使硒形态的

研究深入一步。

31211　分离技术　GC、HPLC和 CE是硒形态分析

中常用的分离技术。GC的最大优点是分离速度快 ,

与检测或鉴定技术联用方便 ,适用于挥发性硒化合物

(如表 1中的 DMSe、DMDSe等)的分析 ;非挥发性硒

改自文献[52 ]

Modified from ref . [52]

图 2　硒形态分析的联用技术

Fig12　Hyphenated techniques in the analysis of

selenium speciation

化物则需衍化后才能分析[53 ]。HPLC不需要衍化分

析物 ,避免了衍化过程发生的热分解 ,它还拥有更多

的可调节因素 (如固定相流动相)和更好的分离重现

性 ,它是最常用的分离方法[52 ,54 ,55 ]。CE是近十年发

展起来的一项分离技术 ,以分析时间短、样品量少、分

辨率高等优点而广泛应用于环境和生物样品的硒分

离[52 ,55 ,56 ] ,但较高的检测限和缓冲溶液对硒形态的影

响不容忽视。此外 ,为实现复杂样品的高效分离 ,在

用多维分离技术分离时 ,SEC一般作为预分离模式 ,

除去样品中的基体干扰 ,RP、IP或 CE则为二维或三

维分离模式[55 ]。

31212　检测和鉴定技术 　参与联用的检测技术有

AAS、ICP2A ES、A FS和 ICP2MS等。其中 ICP2MS

的准确度和灵敏度最高 ,应用也相当广泛[17 ,52～57 ]。

但 ICP2MS仪器和维持费用昂贵 ,操作时有光谱干

扰和同位素干扰 (如40 Ar +
2 容易覆盖80 Se 的质量信

号) ,用碰撞反应池技术和同位素稀释技术可消除

干扰[57 ,58 ]。目前与氢化物 ( H G)分离技术联用的

AAS、A FS是常用的硒形态分析技术[ 59 ] ,该项技术

成本低廉 ,操作简单 ,结果准确可靠 ,已得到普及使

用。ESL2MS和 MALDI2MS等鉴定技术不仅能对

硒形态的微量和超微量分析 ,还能给出结构信息 ,

这对新的硒化合物的发现和标准物质的构建有重

要意义[ 52 ,60 ,61 ]。

仪器联用技术在硒形态分析中已有大量应

用[53～61 ] ,但一般集中于含有大量复杂有机硒化合物

的生物样品。同时 ,仪器联用技术需要很高的技术

条件和昂贵的仪器联机 ,加上接口技术的非商业

化 ,加大了推广的难度。
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4　结　　语

环境中硒形态的定性、定量分析在环境地球化

学、环境科学、生命科学、食品科学领域都具重要意

义。适宜的分析技术是硒形态研究的保证 ,不同的

硒形态分析技术应用范围不同 ,连续化学浸提技术

主要应用于环境中硒结合态的分析 ,仪器联用技术

则主要应用于生物样品中硒化合物的定性和定量

分析 ,二者的结合使硒形态的研究更深入 ,有利于

对硒生物学功能和毒性的理解。

连续化学浸提技术在环境硒形态分析中发挥

着不可替代的作用。但迄今关于硒结合态的分类

与浸取方案并未达成一致 ,不同的研究结果也难以

相互比较[39 ]。由于标准、统一的浸提方案存在理论

上的不可行性 ,不可能适用于各种环境样品。因此

寻求标准参考物质、选择最有效的提取剂、选用最

佳的实验条件参数已为当务之急。欧洲共同体标

准物质局 (BCR)标准流程的构建和标准物质的开发

是一个成功的范例[62 ] ,而与仪器分析技术相结合的

形态研究则是一个新的发展方向。
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