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摘　要:硒的生物可利用性 、毒性 、环境行为和生物效应等不仅仅与硒的总量有关 , 更取决于硒的形态。硒的连续化学提取技

术是硒形态研究的一个重要手段。在硒七步连续提取方案的基础上 , 重点探讨了有机结合态 、元素态 、硫化物/硒化物结合态

硒的提取技术细节 ,讨论了不同液固比和提取剂对硒提取的影响 ,并对不同结合态硒提取中存在的问题进行了相应讨论。研

究结果表明:在硒的连续化学提取过程中 , 液固比为 20∶1到 50∶1时能够满足不同结合态硒提取的要求;在水浴加热条件下 ,

NaOH 浓度 0.1～ 0.5 mol/ L 时能有效提取有机结合态硒;1 mo l/ L Na2 SO3 溶液是元素硒的较好提取剂;而对于硫化物/硒化

物结合态硒 , 600 ～ 700 ml/ min 的载气气流能保证其还原所产生 H2 Se气体的完全吸收。
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　　硒形态的研究在了解硒的生物可利用性 、生物

地球化学循环及环境行为和生物效应等方面能够提

供重要的信息
[ 1-4]

。硒连续化学提取技术是一种实

验操作步骤上的定义 ,针对不同地球化学相 ,有着自

身无法克服的缺陷[ 5 , 6] ,但实际应用中的诸多成功

范例仍说明它是硒形态研究的一个重要有效手

段
[ 7-16]

。自 Cutter
[ 7]

1985 年首次将金属元素连续

化学提取技术用于沉积物和生物成因颗粒物中的硒

形态研究以来 ,硒连续化学提取技术一直在不断地

发展和完善。由于硒与金属元素在物理化学性质上

的不同 ,以及硒在提取过程中极易发生重新吸附 、形

态也容易发生变化等原因[ 6] , Chao 等[ 8] 于 1989 年

提出了适合硒的提取方案 ,将土壤硒分为水溶态 、可

交换态 、有机结合态 、Fe-Mn氧化物结合态 、残渣态

五类 ,选用相应的提取剂进行提取。之后 , Martens

等
[ 9 , 10]

、Zhang 等
[ 11]

、Zaw islanski等
[ 12]
各自提出了

研究目的不同的硒提取方案 ,并均对方案的实用性

进行了评估。Wrigh等[ 15] 于 2003年在模拟实验的

基础上 ,对 Martens和 Zhang 等人提取方案的准确

性和有效性进行了评估 ,并在此基础上提出了在元

素态硒提取之前插入 NaOH 提取有机结合态硒的

合理方案 。Martens 等
[ 9]

、Kulp等
[ 14]

、朱建明等
[ 16]

则将硒连续化学提取技术的应用范围扩大到地质样

品 ,其中后两者在全化学和矿物分析的基础上将硒

详细区分为水溶态 、可交换态 、有机结合态 、元素态 、

碳酸盐结合态 、硫化物/硒化物结合态和残渣态硒七

类。然而 ,有关硒连续化学提取技术中几个比较关

键的问题如提取剂的选择 、浓度与提取效率间的关

系 ,提取剂体积与样品质量间的关系(液固比)等研

究报道较少。本文是在硒七步提取方案分类的基础

上
[ 14 , 16]

,对连续提取过程中的液固比以及各具体结

合态硒提取过程中的若干问题进行了讨论 ,为今后

硒或其他重金属元素的结合态或形态研究提供了借

鉴。

1　实验部分

1.1 　试剂和仪器

试剂主要包括浓 HNO 3 、HCl、H 2O 2 、NaOH 、
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KBH 4 ,以上试剂均为优级纯 。实验用水为 Milli-Q

水和超纯水。Se(Ⅳ)标准(1000 μg/ L)从国家标准

物质中心购买 ,于 4℃保存。标准工作液由标准液

使用盐酸溶液逐级稀释 ,称量法配制 ,保存在 100

ml 棕 色容量瓶中 0.1 mol/ L 的 KH2 PO 4 +

K2HPO 4(pH =7)缓冲溶液由 KH 2PO 4 和 K2HPO 4

·3H2O 配置 ,静置 24 后使用。

分析仪器是北京吉天仪器有限公司的A FS-920

顺序注射双道原子荧光光度计 ,硒灯是仪器厂家提

供的高性能空心阴极灯。为避免提取过程中有机质

和硒的损失 ,离心管采用自行设计定制的 Pyrex 级

50mL 玻璃离心管 ,最大耐受离心力是 4200 g 。

1.2　实验方案

基于 Kulp等[ 14] 的提取方案和我们对该方案中

硫化物/硒化物结合态硒提取步骤的优化[ 16] ,自然

样品中硒的连续提取在化学操作上定义为七

步[ 14 , 16] , 依次是水溶态硒(MQ 水)、可交换态硒

(K 2HPO 4 +KH 2PO 4)、有机结合态硒(NaOH)、元

素态硒(Na2SO 3)、Fe-Mn氧化物和碳酸盐结合态硒

(CH 3COOH)、硫化物/硒化物硒(CrCl2 +HCl)和

残渣态硒(HNO3 +HF +H2O2)。考虑到水溶态硒

与可交换态硒在文献中已有详细的讨论[ 9 , 10] ,且提

取效率比较恒定 ,而硒又主要赋存于有机质与硫化

物/硒化物中等因素[ 13 , 14 , 16] ,我们以有机结合态硒为

基础进行了不同 NaOH 浓度 、液固比及后续步骤中

相关问题的实验方案设计 。

样品 No .97 、100 、129属旱地耕作土壤 ,采自中

国典型的高硒地区-湖北恩施渔塘坝
[ 17]

。称取适

量研磨至 160 目以上的干燥粉末样品 ,依次按文

献
[ 16]
中的描述提取水溶态和可交换态硒 。在提取

有机结合态硒时 ,使用不同浓度的 NaOH 溶液(0.

05 、0 .1 、0 .2 、0.5 、1 、2 mol/ L)对样品中硒进行四次

重复提取和一次洗涤 ,并比较硒的提取效率 ,筛选适

宜有机结合态硒提取的 NaOH 浓度。

考虑不同的液固比(20∶1 、50∶1 、100∶1)因素 ,分

别称样 0.5 、0.2 和 0 .1 克放入离心管 ,加入 10 ml

提取剂 ,按文献
[ 16]
中描述依次提取水溶态和可交换

态硒后使用 0 .1 mo l/L NaOH 提取液 4次重复提

取和一次洗涤 ,比较不同液固比条件下硒的提取效

率。

元素态硒的提取主要讨论了提取剂 Na2SO3 和

CS2 的区别。硫化物/硒化物中硒的提取使用自制

的反应吸收装置 ,其原理是使用合适的还原剂使硫

化物/硒化物中硒产生 H2Se 气体 ,然后使用 HNO 3

或 N aOH +H2O 2 作为吸收液 , 将 H 2Se 氧化为

Se6+ +Se4+的硒氧离子混合液 。此步骤中重点讨论

了影响 H 2Se吸收的主要因素-载气气流。

1.3 　硒的测定

硒的测定使用氢化物发生-原子荧光法(HG-

AFS)。总硒 、提取液中硒测定的具体步骤见文

献[ 16] 。吸收液中硒的测定是待脱气后取 3 ml吸收

液于 25 ml 的比色管 ,加入 1.6 ml 浓 HCl(保证比

色管中 HCl浓度不低于 4 mol/ L),于 95 ℃下水浴 ,

稀释至 25 m l待测 ,待测液中的 HCl浓度为 0.72

mo l/L (6 %),与仪器的 HCl载流一致 。

2　结果与讨论

2.1 　NaOH 的浓度

NaOH 溶液用来提取样品中的有机结合态硒。

有机结合态硒是硒的一种重要结合形式 ,其提取多

使用一般强度的氧化剂或碱性提取剂 ,如 K 2S2O 8 、

Na4P2O 7 、NaOCl或 NaOH 溶液等。使用这些试剂

的目的旨在提取与有机质相关的硒 ,如有机质吸附 、

结合(或络合)和呈有机形式的硒
[ 13 , 14 , 16]

。同时 ,使

用的提取剂应保证提取硒的价态不发生较大变化 ,

避免提供错误的硒价态信息
[ 9 , 10]

。鉴于国际腐殖酸

协会推荐的腐殖酸提取方案和Wright 等对有机结

合态硒提取剂的优化方案
[ 15 , 18]

,我们使用 NaOH 溶

液作为有机结合态硒的提取剂 ,并以此讨论不同

NaOH 浓度对有机结合态硒的提取效率差异 。

不同浓度 NaOH 溶液对样品中有机结合态硒

的五次提取见表 1 。由表 1 中数据可以看出 ,五次

重复提取的硒量总和随 NaOH 浓度的改变而变化 ,

其中 0.05 mol/ L NaOH 提取的硒最少 ,当 NaOH

浓度从 0.05 mo l/L 过渡到 0.1 mol/L 时 ,提取的硒

量会显著增加。而由 0.1 mo l/L 至 0.5 mo l/L 时 ,

提取的硒无显著差异 ,均在分析误差和要求的精度

范围(10 %)之内。1 mol/L NaOH 提取的硒量略微

偏高 , 2 mol/ L NaOH 提取的硒则更高(图 1)。实

验结果表明 0.05 mol/ L NaOH 溶液不能有效提取

与有机质结合的硒。当 NaOH 浓度大于等于 0.1

mo l/L 时 ,能够有效提取有机结合态硒 ,不过由于实

验操作过程中有水浴加热的环节 ,因此尽管有氮气

的保护 ,但在使用高浓度的 NaOH 溶液提取硒时 ,

可能仍然会存在有机结合态硒的氧化 ,或者其它矿

物相被破坏而导致非有机结合态硒提前释放的情
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况
[ 9 , 10 , 15]

。因此 ,我们认为在水浴加热条件下 , 0.1

～ 0.5 mol/ L 的 NaOH 溶液比较适合有机结合态

硒的提取 。

表 1　不同浓度 NaOH溶液提取硒的结果

Table1.Concentrat ions of base soluble selenium extracted by

different mol NaOH μg

样品

(提取

次数)

NaOH 浓度

0.05

mol/ L

0.1

mol/ L

0.2

m ol/ L

0.5

mol/ L

1

mol/ L

2

mol/ L

97(1) 6.28 9.50 10.01 10.02 9.70 9.11

97(2) 1.05 1.53 1.81 2.62 2.69 2.21

97(3) 0.50 0.72 0.46 0.80 1.40 1.56

97(4) 0.32 0.52 0.25 0.29 0.35 0.64

97(5) 0.16 0.34 0.13 0.08 0.12 0.14

总和 8.31 12.61 12.66 13.81 14.26 13.66

100(1) 4.52 6.14 5.94 6.33 7.02 8.69

100(2) 0.99 1.12 1.26 1.37 1.72 1.61

100(3) 0.35 0.61 0.53 0.61 1.08 0.78

100(4) 0.25 0.50 0.37 0.50 0.54 0.82

100(5) 0.16 0.40 0.11 0.21 0.15 0.16

总和 6.27 8.77 8.21 9.02 10.51 12.06

129(1) 9.35 13.72 15.90 16.26 16.78 17.94

129(2) 1.62 2.29 1.59 1.86 2.08 2.17

129(3) 0.84 1.15 0.61 0.77 0.71 0.74

129(4) 0.60 0.79 0.49 0.45 0.54 0.44

129(5) 0.18 0.67 0.93 0.83 0.51 0.15

总和 12.59 18.62 19.52 20.17 20.62 21.44

图 1　不同浓度的 NaOH 溶液对硒提取

Fig.1.Concentr ations of base so luble selenium

ext racted by different mo l NaOH

　　此外 ,由表 1 也可以看出 ,任一浓度的 N aOH

溶液在重复五次提取时 ,其硒的提取量是按指数规

律递减的 ,且前两次硒的提取量最大 ,可占总硒提取

量的 85 %以上。同时 ,提取液的颜色也随重复提取

的次数增加而逐渐变浅 。这表明第一 、二两步已提

取了大部分的有机结合态硒 。因此 ,在实际实验步

骤中 ,重复提取 2 ～ 3次是可行的 。

2.2 　液固比对硒提取的影响

有关提取剂体积与样品质量间的关系问题 ,也

就是液固比的比例搭配问题 ,已有的文献中还没有

进行过详细的讨论[ 19] ,其中原因仍不清楚 。作者们

认为适当的液固比应当考虑两个方面的问题 ,一是

提取剂对硒的提取量 ,二是提取剂对硒的提取效率。

我们以优化的 0.1 mol/ L NaOH 提取剂来说明液

固比对有机结合态硒提取量和提取效率的影响 。表

2给出了三个样品连续重复进行五次提取后每步提

取液中的硒提取量。由表中数据可以看出 ,硒的提

取量呈现指数递减的规律。由于实际的实验提取过

程中不可能进行五次重复提取 ,一般重复两次提取 ,

我们以前两步提取硒量与总硒的百分比表示提取剂

的提取效率。由表 2中看出 ,随着液固比的增大 ,硒

的提取量一般都在降低 ,但当液固比为 50∶1至 100∶

1时 ,硒提取量间差别不大 ,趋于稳定 。硒的提取效

率也呈现相似的规律。鉴于硒提取量和提取效率的

稳定性 ,作者们认为对高硒样品有机结合态硒的提

取而言 ,液固比保持在 50∶1时是比较合适的 ,但对

普通的土壤和沉积物样品 ,液固比保持在 20:1 至

50:1时更为适宜。水溶态硒与可交换态硒的数据

(未列出)表明 ,他们两者与液固比间的关系并不明

显。也就是说 ,不同的液固比 ,提取的水溶态硒和可

交换态硒的量差别不大。然而 ,水溶态硒的提取量

一般只占全硒的 1%～ 5%[ 8-11 , 14] ,所以固液比的选

择还需考虑样品硒的含量状况。由于环境样品中硒

多以有机结合态的形式存在[ 13 , 14 , 16] 。因此 ,选择适

合有机结合态提取的液固比对整个连续化学提取过

程具有一定的普遍意义 。

2.3 　元素态硒

元素态硒是指以元素硒独立状态形式存在的无

定型硒。在硒的早期连续化学提取方案中 ,元素硒

并没有作为单独的形态提出 。随着硒形态研究的不

断深入 ,越来越多的证据表明元素硒可以作为硒独

立存在的一种赋存状态 ,特别是在高硒或富硒的环

境中 。元素硒在土壤 、沉积物中主要以微粒的无定

型状态存在 ,其形成途径主要是微生物的异化还原 、

硒阳离子的无机氧化还原和有机与无机硒化物的氧

化
[ 14]

。元素硒的形成机制不同 , 其结构也存在差

异。目前 ,富硒碳质岩石 、沉积物与土壤中元素态硒

的提取一般有两种方法 ,一种是使用CS2提取;一
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表 2　不同液固比时有机结合态硒的提取量

Table 2.Concentrations of base soluble selenium extracted

by different ration on solution and solid μg

样品(提取次数)
液固比

(20∶1)

液固比

(50∶1)

液固比

(100∶1)

97(1) 9.50 8.22 8.18

97(2) 1.53 1.41 1.40

97(3) 0.72 0.58 0.61

97(4) 0.52 0.41 0.46

97(5) 0.34 0.30 0.14

总和 12.62 10.92 10.84

第一 、二步提取率(%) 43.9 38.4 38.2

100(1) 6.14 5.94 6.23

100(2) 1.12 1.39 1.25

100(3) 0.61 0.38 0.43

100(4) 0.50 0.32 0.66

100(5) 0.40 0.28 0.30

总和 8.77 8.31 8.87

第一 、二步提取率(%) 24.1 24.4 24.9

129(1) 13.72 9.96 9.71

129(2) 2.29 3.99 3.71

129(3) 1.15 1.26 1.30

129(4) 0.79 0.82 0.93

129(5) 0.67 0.75 0.82

总和 18.61 16.78 16.48

第一 、二步提取率(%) 44.0 38.3 36.9

种是使用 Na2SO 3 提取 。Chen[ 20]等同时使用 CS2和

Na2SO 3 溶液比较研究了沉积物中元素态硒提取的

差异 ,结果表明 Na2SO 3 提取的硒量总是比 CS2 高 ,

并由此认为 Na2SO 3 溶液除提取元素态硒外 ,可能

还溶解了少量其它形态的硒。在我们设计的提取方

案中 ,元素态硒提取在水溶态 、可交换态和有机结合

态硒之后 ,其它结合态是硫/硒化物 、碳酸盐矿物和

残渣态硒 。因此 , Na2 SO 3 溶液除提取元素态硒外 ,

理论上是不可能再溶解其它结合态的硒 。此外 ,在

我们的部分土壤样品中有自然硒矿物的颗粒存

在[ 21] ,由于 CS2 试剂溶解金属硒的能力有限 ,

Na2SO 3 溶液便是比较好的选择 ,而且调节该溶液

pH =7.0 能够保证提取剂的较高效率 。但是 ,当使

用 1 mol/ L Na2SO 3 溶液提取地质样品中元素态硒

时 ,高浓度的 Na2SO 3 提取液的分离上便会出现问

题:一是样品基质中的钡 、铅离子浓度过高;二是提

取液蒸至近干时硫酸钠晶体颗粒的析出 。样品基质

中的钡 、铅离子浓度过高 ,在提取元素硒的 Na2SO 3

溶液中加入浓硝酸后 ,SO 2-
3 便会氧化为 SO 2-

4 ,导致

铅 、钡离子的沉淀而发生硒的吸附。同时 , Na2 SO 3

提取液在加入浓硝酸蒸至近干时 ,由于钠离子浓度

过高 ,会形成 Na2SO 4 的细小晶体 ,这些晶体在进一

步的受热过程中会飞离特富龙杯而导致硒的损失。

所以 ,如何控制难溶硫酸化合物的沉淀和硫酸钠晶

体的析出 ,是准确测定元素态硒的关键问题 。

2.4 　硫化物/硒化物结合态硒

硫化物/硒化物结合态硒包括硫化物(如黄铁

矿)和硒化物(如 FeSe2)硒 。对这部分硒的提取有

两种方法:一种是氧化法 ,如张忠等[ 22] 采用 KClO 3

+HC l提取剂;一种是还原法 ,如 Kulp 等[ 14 , 16] 的

CrCl2 +HC l。在我们的实验设计中采用还原法 ,用

自制的反应吸收装置提取硫化物/硒化物结合态硒。

强酸性的 C rCl2 溶液能确保硫化物/硒化物中的硒

彻底被还原[ 14 , 23] ,而还原产生的 H2 Se 能否被完全

吸收则成为另一个关键问题 。条件实验表明浓

HNO 3 对 H 2Se的吸收率一般在 85%～ 90 %左右 ,

NaOH +H 2O 2 的混合液可以达到 100 %,不过此时

吸收液对 H2 Se 的吸收与载气的流速有关 。图 2中

显示了载气气流流速在 200 ～ 400 ml/min 时 ,吸收

效率随气流的增大而显著增大 , 气流流速在 600

m l/min时吸收效率接近 100 %,而在 600 ～ 800 ml/

min吸收液的吸收效率又开始缓慢降低。这说明载

气流速是影响吸收液吸收 H 2Se 气体的一个重要因

素。气流太小不能将还原产生的 H2Se 气体完全带

出 ,而气流太大则会导致 H2Se 还未被吸收液完全

吸收就被载气带出 ,因此 ,在不同的实验条件下如何

控制好载气流速也是一个需要注意的问题 。

图 2　载气气流对吸收效率的影响

Fig .2.I nfluence of airflow flux on absorbed efficiency

　　然而 ,在有些情况下氧化法也是一种较好的变

通方法 ,一是它不存在还原法中的上述条件限制 ,且

操作也较为简单;二是对大量硫化物存在的样品 ,使

用 CrCl2 +HCl的混合液提取硫化物/硒化物硒有

其自身的局限 ,富硒 Ni-Mo 矿石中硒的提取就暴露

了 CrCl2 +HCl混合提取液的不适宜性
[ 24]

。因此 ,
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关于硒化物/硫化物结合态硒的提取要注意硫化物

含量的高低 、提取剂的选择和与之相关的一些问题 。

2.5　其它结合态硒与提取方法的评估

水溶态和可交换态硒是生物可利用态硒 。对水

溶态 的 提 取 一 般 采 用 纯 水 或 中 性 盐 (如

KC l)[ 8 , 11-16] ,可交换态硒一般指与铁锰氧化物 、粘

土矿物结合紧密的硒氧离子 ,通常用磷酸盐缓冲液

对其提取
[ 9 , 10 , 14 , 16]

,但要确保磷酸盐的 pH =7 ,以避

免将碳酸盐结合态和其它酸溶态硒提前释放 。碳酸

盐结合态硒的含量较低 ,一般使用弱酸提取[ 14 , 16] ,

但对于碳酸盐含量高的样品则要注意及时将酸与碳

酸盐反应产生的 CO 2 气体排出 。残渣态硒主要指

存在于干酪根和硅酸盐矿物中的硒[ 9 , 16] , 使用

HNO3 +HF +H 2O 2 混合消化液在高压密闭罐中消

化能确保的硒完全释放。

由于目前还未建立硒的标准提取流程 ,也没有

合适的标准物质 ,在进行不同样品属性间硒结合态

的比较研究方面还存在种种困难。然而 ,为了监控

不同提取方法的可靠性 ,现阶段均倾向把连续提取

硒的每步加和与总硒间的比较作为衡量提取方法的

重要参数指标 ,也就是说如果连续提取硒的每步加

和是样品总硒的 85%以上 ,也就基本认可该提取方

案是可行的。

3　结　论

　　在硒的七步连续化学提取技术的基础上 ,对提

取过程中需要注意的几个问题进行了讨论 。以有机

结合态硒为基础对 N aOH 浓度和液固比的研究表

明 ,在水浴加热条件下 , NaOH 浓度在 0.1 ～ 0 .5

mo l/L 时 ,提取的硒量差异不大 ,均在分析误差和要

求的精度范围之内 ,能有效提取有机结合态硒;硒连

续提取过程中 ,随液固比的增加 ,提取的硒量减少 ,

但当液固比在 20∶1到 50∶1时 ,硒提取量和提取效率

趋于稳定 ,能够满足不同结合态硒提取的要求。对

于元素硒 ,1 mol/ L Na2SO 3 溶液是较好的提取剂。

而对于硫化物/硒化物结合态硒 ,随载气气流的增

加 ,吸收液对还原所产生 H 2Se 气体的吸收呈增加

趋势 ,在气流为 600 ～ 700 ml/min 时达到对 H 2Se

气体的完全吸收。
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The Discussion of Several Issues on Selenium Sequential Chemical

Extraction for Environmental Samples

LI Lu
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Guiyang 550002 , China;2.Graduate School of Chine se Academy of Sciences , Beijing 100039 , China;

3.Center fo r Disease Control and P revention o f Enshi P refecture , Enshi 445000 , China)

Abstract:The bioavailability , toxicity , mobility and bio log ical effect of selenium are mo re contr olled by chemical speciation than

total selenium in the environment.Sequential chemical ex traction techno lo gy is one o f the practical too ls for selenium speciation

analysis.Base so luble , elementa l , sulfide/ selenide selenium a re stre ssly discussed based on seven-steps sequential chemical

e xt raction pro to col.The influence o f solution/ so lid ratio and ext racted reagents on ext raction is studied , and o the r fr actiona-

tions are also discussed.The results show ed that appropriate solution/ solid ratio s r ange f rom 20 to 50 in ex traction pro cedure.

0.1 ～ 0.5M NaOH can effectively ex tract base so lution selenium under heated w ater bath .1M Na2 SO 3 is a better reagent for

e lemental selenium ex traction.600 ～ 700m L/ min airflow flux ensure s tha t H2 Se reducted by sulfide/ selenide selenium is fully

so rbed.

Key words:selenium speciation;sequential chemical ex traction;so lution/ solid ratio ;ex traction efficiency

463第 4期 　　李璐等:硒连续化学提取技术中的若干问题讨论


