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植物硒蛋白不同提取方法的综述
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摘　 要:硒( Ｓｅ )是生物必需的一种微量元素ꎬ其生物学功能主要是以硒蛋白的形式表现的ꎬ植物硒蛋白具有抗氧

化、抗癌、提高免疫力等功能.综述了硒在植物中的存在形态、硒蛋白的分类及提取方法ꎬ并提出今后的研究方向.
参 ２１.
关键词:硒ꎻ硒蛋白ꎻ提取ꎻ植物

中图分类号:Ｑ９４６　 　 　 文献标识码:Ａ

　 　 硒(Ｓｅ)作为人体必需的微量营养元素之一ꎬ具
有防癌、抗癌、提高免疫能力和生殖机能ꎬ预防和治

疗心血管疾病、克山病和大骨节病多种地方性疾病

等多重功效.全球目前有 ４０ 多个国家及地区缺硒ꎬ
我国大部分处于缺硒地带ꎬ从东北到西南跨越了 ２２
个省市自治区ꎬ有 ７０％多的区域不同程度缺硒.土壤

缺硒可能导致人类膳食结构中缺硒而产生相应病

变[１] .大量研究表明有机硒比无机硒更安全、更易被

机体吸收ꎬ其生理活性和吸收率要优于无机硒ꎬ尤
其是蛋白硒及硒代氨基酸毒性小、生物利用率高ꎬ
因此如何从植物中获取具有生物活性、高纯度的硒

蛋白和硒代氨基酸ꎬ已成为人们研究的热点之

一[２￣７] .作者对硒蛋白的提取技术和方法的发展进行

综述.

１　 植物硒形态存在形式

硒被植物吸收到体内后形成无机硒和有机硒

两大类化学形态.无机硒较少ꎬ占硒总量的 ８％ꎬ主要

是硒酸、亚硒酸和其他一些无机形态ꎬ有机硒占硒

总量 ８０％以上ꎬ由大分子硒和以硒代氨基酸及其衍

生物形式存在的小分子硒化物组成.大分子硒主要

包括硒蛋白、硒核酸和硒多糖等ꎬ其中硒蛋白是大

分子硒的主要存在形态.小分子硒化物包括硒代胱

氨酸、硒代蛋氨酸、硒甲基硒半胱氨酸、硒代高胱氨

酸和硒肽等.在硒积蓄植物中硒结合蛋白很少ꎬ硒可

能作为硒代胱硫醚和甲基硒代半胱氨酸等含硫氨

基酸代谢中间产物类似物存在ꎻ在非积聚植物中ꎬ
硒多与蛋白质结合ꎬ而且主要以硒代蛋氨酸存在ꎬ
也有硒代半胱氨酸存在.硒代氨基酸是人类日常膳

食中获取硒的主要来源[８] .
Ｒｏｔｒｕｃｋ 在 １９７３ 年首次证明细胞谷胱甘肽过氧

化物酶是一种含硒酶ꎬ硒是该酶的活性组分ꎬ因此

拉开了硒蛋白的研究序幕.硒蛋白是硒的生物学功

能主要表现形式.目前对含硒蛋白有 ３ 种不同的分

类方法:(１)按硒代谢形式分为:硒蛋白和含硒蛋白.
硒蛋白是在基因密码子 ＵＧＡ 编码下以硒代半胱氨

酸形式特异进入蛋白质的那些蛋白ꎬ而把其它结合

硒的蛋白质称为含硒蛋白ꎬ有时为表述方便也把一

些含硒蛋白称为硒蛋白[９] .由于在有酶活性的硒蛋

白中ꎬ硒代半胱氨酸往往参与构成酶的活性中心ꎬ
故又称之为硒酶.由含硒氨基酸构成的硒蛋白因具



有重要的生理功能从而得到了广泛的研究ꎻ(２)按

硒在蛋白质中的存在形式分为:含硒代半胱氨酸蛋

白、含硒代蛋氨酸蛋白、键合硒蛋白、其他硒蛋白

等ꎻ(３)按硒蛋白的生物化学功能分为:氧化还原蛋

白、运硒蛋白、结构蛋白、甲基受体蛋白等.

２　 硒蛋白提取的研究

硒蛋白的提取与分离ꎬ是深入研究其生物与化

学形态的前提.由于硒形态具有不稳定性ꎬ在硒蛋白

提取的过程中应保证其生物与化学形态不发生变

化ꎬ这比仅仅检测硒元素复杂得多ꎬ因此需要寻找

合适的提取方法.目前硒蛋白提取方法有溶剂提取

法、柱分离技术、生物学方法等、辅助提取技术等.

２.１　 水提法

称取一定量的富硒样品脱脂干粉ꎬ加入适量双

蒸水ꎬ室温下搅拌提取.离心后取上清液.再在残渣

中分别加入一定量水搅拌重复提取 ２ 次ꎬ合并 ３ 次

所得提取液ꎬ即得水溶性硒蛋白溶液.在硒蛋白提取

中 ｐＨ、温度、浸提时间、料液比(ｗ / ｖ)、提取次数等

因素都会影响水溶性硒蛋白提取效果.同时ꎬ由于样

品不同所得水溶性蛋白中硒含量也不相同.文献

[１０]用蒸馏水作为富硒大蒜含硒蛋白提取溶剂ꎬ蛋
白提取率达 １９.４２％ꎬ并通过正交试验确定提取富硒

蒜粉最佳水溶性蛋白浸提条件为:提取时间为 ４ ｈ、
ｐＨ 为 ７.０、料液比为 １ ∶ ３５、温度为 ４ ℃ .文献[１１]用
水提法提取黑木耳水溶性蛋白ꎬ其中水溶性蛋白质

中硒的质量分数可高达 ７９.０７ ｍｇ / ｋｇꎬ说明水溶性蛋

白质中含有较多的微量元素硒.文献[１２]从荸荠中

提取 的 水 溶 性 蛋 白 质 中 硒 的 含 量 最 低ꎬ 只 有

１７.１６ μｇ / ｇ.文献[１３]从魔芋中提取的水溶性蛋白

中的硒含量仅为 ０.１６４ μｇ / ｇ.文献[１３]从蛹虫草提

取的水溶性蛋白占总蛋白硒的 ２０.４７％ ~２４.６０％.文
献[１４] 采用蒸馏水、 ｐＨ８. ５ 和 ６. ０ 的 ＫＨ２ＰＯ４—
ＮａＨ２ＰＯ４ 缓冲溶液、稀盐、乙醇、稀碱分别依次提取

富硒萝卜叶中不同种类的蛋白质ꎬ其中水溶性蛋白

结合硒含量最高ꎬ占样品含硒量的 ２６.７８％.水提取

法对硒甲基硒代半胱氨酸、谷氨酰基硒甲基、硒代

半胱氨酸等一些非结合蛋白形式的硒形态较适合ꎬ
但对以蛋白形式结合的硒回收率较差.

２.２　 盐提法

此法适用于盐溶性硒蛋白的提取.在提取水溶

性硒蛋白后的残渣中加一定浓度 ＮａＣｌ 溶液ꎬ室温下

搅拌提取ꎬ离心后取上清液.再在残渣中分别加入一

定量相同浓度的 ＮａＣｌ 重复提取 ２ 次ꎬ合并 ３ 次所得

提取液ꎬ即得盐溶性硒蛋白溶液.武芸等用盐提法提

取黑木耳盐溶性蛋白ꎬ其中盐溶性蛋白质中硒的含

量可高达 ３５.３２ ｍｇ / ｋｇ.文献[１４]从荸荠中提取的盐

溶性蛋白质中硒的含量达 ８７１.６２ μｇ / ｇ.文献[１５]用
０.５ Ｍ ＮａＣｌ 提取富硒绿茶中盐溶性蛋白质ꎬ得到的

硒含量为 １.５３ μｇ / ｇ.文献[１３]从蛹虫草提取的水溶

性蛋白占总蛋白硒的 ５５.１３％~５６.８０％.

２.３　 酸提法

在提取盐溶性硒蛋白质后的残渣中加入一定

浓度的 ｐＨ６.０ 的 ＫＨ２ＰＯ４—ＮａＨ２ＰＯ４ 缓冲液ꎬ搅拌

提取ꎬ离心后取上清液.再在残渣中分别加入一定量

相同浓度的 ｐＨ６.０ 的 ＫＨ２ＰＯ４—ＮａＨ２ＰＯ４ 缓冲液重

复提取 ２ 次ꎬ合并 ３ 次所得提取液ꎬ即得弱酸溶性硒

蛋白溶液.文献[１１]用酸提法提取黑木耳酸溶性多

糖硒占黑木耳总硒的 １２.６５％ꎬ酸溶性蛋白中硒的含

量可高达 ７８.３２ ｍｇ / ｋｇ.酸提取法回收率很高ꎬ但酸

易使硒形态发生转变ꎬ在 ０.１ ｍｏｌ / Ｌ ＨＣｌ 强酸条件

下ꎬ蛋白质提取率低ꎬ且蛋白活性丧失高.

２.４　 醇提法

此法适用于醇溶性硒蛋白的提取.在盐溶性蛋

白硒提取后的残渣中加适量一定浓度的乙醇室温

下提取.离心ꎬ取上清液(保留沉淀)ꎬ加一定量的双

重蒸馏水ꎬ４ ℃静置过夜.离心ꎬ转速同上.取沉淀ꎬ冻
干ꎬ一定浓度的乙醇溶解ꎬ降低乙醇浓度对蛋白质

沉淀分级ꎬ用一定浓度的乙醇定容.文献[１４]从荸荠

中提 取 的 醇 溶 性 蛋 白 质 中 硒 的 含 量 高 达

３ ７０９.３ μｇ / ｇ.文献[１３]从蛹虫草提取的醇溶性蛋白

占总蛋白硒的 １５.３０％~１６.４９％

２.５　 碱提法

在提取弱酸或者醇溶性硒蛋白后的残渣中加

入一定浓度的 ｐＨ８. ５ 的 ＫＨ２ＰＯ４—ＮａＨ２ＰＯ４ 缓冲

液ꎬ搅拌提取ꎬ离心后取上清液.再在残渣中分别加
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入一定量的 ｐＨ８.５ 的 ＫＨ２ＰＯ４—ＮａＨ２ＰＯ４ 缓冲液重

复提取 ２ 次ꎬ合并 ３ 次所得提取液ꎬ即得弱碱溶性硒

蛋白溶液.文献[１６]采用水提、碱提、醇提和酶提 ４
种提取法对富硒灵芝子实体的总糖、硒及蛋白质进

行提取ꎬ结果表明提取率依次为碱提法、酶提法、水
提法、醇提法.文献[１５]用 ０.１ ｍｏｌ / Ｌ 氢氧化钠为提

取液对富硒茶叶中硒蛋白进行提取ꎬ确定料液比１ ∶
３０ ｇ / ｍＬ、提取时间 １６ ｈ、提取温度 ４０ ℃时为最佳提

取条件.文献[１１]用碱提法提取黑木耳碱溶性多糖

硒占黑木耳总硒的 ４.７８％ꎬ酸溶性蛋白中硒的含量

可高达 ４４.１７ ｍｇ / ｋｇ.文献[１３]从蛹虫草提取的碱溶

性蛋白占总蛋白硒的 ２.９９％~３.３５％.文献[１７]确定

富硒食用菌中硒蛋白提取的最佳工艺条件为:ＮａＯＨ
浓度为 ０. ０６９ ２ ｍｏｌ / Ｌꎬ温度为 ６０. ６２ ℃ꎬ料液比

(ｗ / ｖ)为 １ ∶ ２４.６９ꎬ提取时间为 ８ ｈꎬ提取次数为 ２
次ꎬ在此条件下ꎬ蛋白的得率为 ３０.１７％.虽然蛋白质

在强碱条件下的提取率较好ꎬ但是强碱容易引起赖

氨酸损失ꎬ产生不良副产物ꎬ使蛋白质发生变性和

水解.

２.６　 有机溶剂萃取法

文献[１８]用甲苯萃取分离了富硒样品中的有

机硒.方法如下:取富硒样品 ０.３~０.５ ｇ 于烧杯中ꎬ加
３０ ｍＬ 水搅匀ꎬ用 ５％ＮａＯＨ 溶液调节 ｐＨ 为 ６. ０ ~
７ ５.将调好 ｐＨ 的样品溶液倒入 １００ ｍＬ 的分液漏斗

中ꎬ并加入 １０ ｍＬ 甲苯ꎬ萃取 ２ ｍｉｎꎬ取有机相.同样

方法再萃取 １ 次ꎬ将两次有机相溶液合并于密闭消

解罐中ꎬ沸水浴挥干甲苯.利用甲苯萃取两次后ꎬ在
有机相中加入 １５％半胱氨酸溶液 ｌ ｍＬ.摇匀后静置ꎬ
加入 １~２ 滴亚甲蓝溶液并开始计时ꎬ有机硒作用下

的亚甲蓝的褪色时间为 ５~１０ ｍｉｎꎬ无机硒作用下的

亚甲蓝的褪色时间为 ３０~６０ ｓ.根据褪色时间判断有

机相中是否含有无机硒.

２.７　 生物学方法

酶提取法在硒蛋白提取中应用较广ꎬ它是一种

温和的样品处理技术ꎬ一般在 ３７ ℃ꎬｐＨ７.０ 条件下

进行ꎬ其提取率高ꎬ对样品的破坏性较小ꎬ但此法提

取的速度较慢ꎬ一般需 ２４~ ４８ ｈ.常用的酶有蛋白酶

Ｋꎬ蛋白酶 ＸＩＶꎬ胰蛋白酶ꎬ胃蛋白酶和链霉蛋白酶

等.通过多种方法比较提取富硒酵母中硒化合物的

效率ꎬ结果表明用蛋白酶水解ꎬ硒的回收率最高可

达 ８５％ꎬ而用水和甲醇浸提得到的主要为 ＳｅＭｅｔ 和

ＳｅＩＶ 等 ８ 种硒化合物ꎬ回收率仅为 １０~２０％ꎬ用崩溃

酶分解可以释放 ２０％的 ＳｅＭｅｔꎬ用 ＳＤＳ 提取回收率

为 ８５％ꎬ主要形态是 ＳｅＭｅｔ.文献[１９]用纤维素酶法

提取富硒灵芝菌丝体多糖ꎬ将 １.０ ｇ 富硒灵芝菌丝体

加入 ５０ ｍＬ 水(浸提剂)中ꎬ加入 ０.５％的纤维素酶ꎬ
酶解 ２ ｈꎬ然后升温至 ８５ ℃灭酶ꎬ４ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心

１５ ｍｉｎꎬ测定提取液中多糖含量.纤维素酶法工艺简

单且价格便宜ꎬ因此具有较高的应用价值.

２.８　 柱分离技术

文献[２０]首先采用氯仿分离麻叶千里光有机

态和无机态ꎻ然后选择正己烷、乙酸乙酯、甲醇等 ３
种不同极性溶剂作洗脱剂ꎬ以硅胶柱进行洗脱ꎻ其
中有机态洗脱后ꎬ 硒元素含量分别为: ５１ １４２、
３１ ３２９、２１ ０１１ μｇ / ｇ.

２.９　 辅助提取技术

为了更高效地提取生物样品中的硒蛋白ꎬ通常

采用加热、搅拌、微波和超声波等辅助提取技术中

的一种或多种.微波辅助提取技术是让待测样品内

部受热ꎬ通过加入的介质对微波能的吸收ꎬ加速待

测样品分子与介质分子之间的相互作用ꎬ从而显著

提高提取效率.它可以克服常规分解技术中耗时、低
效、耗试剂及污染等缺点.超声辅助提取技术是在有

固体试样的溶液中ꎬ通过强而高频率的超声波使两

者充分混合发生物理或化学反应ꎬ从而使固体试样

的预处理过程大大加速ꎬ显著提高了提取效率.因
此ꎬ超声技术与常规的提取技术相比ꎬ是一个被优

先考虑的辅助提取技术.
酶提取法虽提取效果不错ꎬ但耗时ꎬ可结合微

波和超声波方法来加速酶分解速度ꎬ克服其耗时的

缺点.文献[２１]将酶解法和微波辅助技术结合应用

于提取富硒酵母标准样品ꎬ这两种方法结合定量标

准品硒蛋氨酸的回收率达 １００.１％ꎬ且提取时间由原

来常规酶解的 ２０ ｈ 缩短至 ３０ ｍｉｎ.超声波提取技术

在样品前处理中可起到细胞破碎、团聚物分解、乳
化和匀质等作用.目前在富硒芥菜、富硒大蒜、富硒

马铃薯、富硒酵母和鸡组织的硒形态研究中ꎬ超声

波探针辅助酶法提取技术己被广泛应用ꎬ其快速简

便ꎬ提取时间缩短到 ３０ ｓ~１８０ ｓꎬ仍能达到传统４８ ｈ
酶解相近的效果ꎬ同时可以防止长时间提取导致的

硒形态转变.

０４ 湖南生态科学学报 ２０１６ 年 ６ 月



３　 结束语

植物有机硒作为高效低毒优质硒源ꎬ在人和动

物的健康保健领域有广阔的应用前景.自然富硒植

物资源少ꎬ有机硒资源出现世界性严重短缺ꎬ供求

矛盾比较突出ꎬ尤其在我国表现更甚.虽然我们在有

机硒资源的提取工艺方面已取得了很大的进步ꎬ但
天然有机硒的用途非常广泛ꎬ在很多方面天然有机

硒资源开发还远远不够ꎬ不能满足市场日益发展的

需要.因此ꎬ研究植物的富硒特点、植物硒的存在形

态及鉴定.寻找、开发更加方便有效的天然有机硒提

纯工艺ꎬ将极大促进富硒资源的开发、利用和该研

究领域的深入ꎬ以缓解有机硒资源的供求矛盾.
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