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摘要: 通过筛选‘红富士’苹果适宜的叶面施硒浓度, 研究了营养元素硒在苹果叶片中的赋存形式、分布及含硒大分子的提

取分离技术。结果表明, (1) ‘红富士’苹果最佳叶面施硒浓度为100 mg·L-1, 此处理的叶片总硒含量为2.7283 mg·kg-1 (FW), 其
中有机硒含量为2.3384 mg·kg-1 (FW), 有机化程度达85.71%。(2)无论在对照组还是处理组, 叶片中的有机硒均主要以蛋白

质结合态存在, 平均占有机硒的77.09%。(3)蛋白质、多糖和核酸3种有机物在100 mg·L-1
最优处理组的叶片中结合硒的量

分别占有机硒含量的77.42%、18.46%和0.54%。(4)在100 mg·L-1
处理组的蛋白质组分中, 又以盐溶性蛋白质结合硒的量最

多, 占蛋白质结合态硒含量的46.27%。
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Abstract: Combined forms, distribution of selenium in apple leaves, extraction and separation technologies of 
macromolecule containing selenium were studied through the selecting of best concentration of selenium for 
foliar application on ‘Red Fuji’ apple. The results showed that: (1) Selenium of 100 mg·L-1 was the optimal 
choice for ‘Red Fuji’ apple trees. Treated with this concentration, the total selenium content in apple leaves was 
2.7283 mg·kg-1 (FW), including organic selenium 2.3384 mg·kg-1 (FW). Organic degree was 85.71%. (2) Or-
ganic selenium mainly existed as protein combined form, which accounted for 77.09% of total organic seleni-
um, both in control group and treatment groups. (3) The combined percentages of selenium with protein, poly-
saccharide and nucleic acid were 77.42%, 18.46% and 0.54% respectively in apple leaves of optimum treatment 
100 mg·L-1. Therefore, Se protein was the main combined form of selenium in apple leaves. (4) Among the pro-
tein components, salt-solubility protein combined the most selenium, accounting for protein selenium content 
46.27% in optimum treatment 100 mg·L-1.
Key words: selenium; combined forms; apple leaves

硒(Se)是一个典型的双功能元素, 其生物功能

不仅取决于其量的多少, 而且与其存在形态密切相

关(Navarro-Alarcon和Cabrera-Vique 2008)。与无

机硒相比, 有机硒化物具有很高的生物学活性, 且
吸收率高、毒性低。植物是将无机硒转化为有机

硒的天然化工厂, 也是人和动物摄入硒的直接来

源。硒被植物吸收以后, 特异或非特异性地与生物

大分子结合, 但进一步转化生成何种含硒物质? 发挥

什么样的生理功能? 是近20年来硒的研究热点。

近年来, 关于硒在生物体内的赋存形式已在

多种生物中见诸报道(Kapolna等2009; 武芸2008; 
张弛等2004, 2007a, b, 2008; 钟鸣和王丽贺2008; 
Stadlober等2001; Ferri等2007; 刘信平等2006; 左银
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虎2008; Wrobel等2004; Kapolna等2007; Chen等
2006)。杜明等(2007)从富硒灵芝中得到一种含硒

蛋白(Se-GL-P), 并对其进行了生化性质分析; 李乐

农等(2000)已从富硒钝顶螺旋藻中提取纯化到含

硒藻蓝蛋白, 并应用悬滴气相扩散法得到了该蛋

白的两种结晶型。在果树上, 前人的工作仅限于

调查硒对果树生理功能的影响和果实中的富硒规

律(张玲玲等1995; 呼世斌等1998; 吴国良等2004; 
张海英等2010), 而少见有在木本植物体内的吸收

和转化规律研究报道。本试验以苹果为试材, 筛
选了适宜的叶面施硒浓度, 着重从叶片中提取并

分离了不同的含硒组分 ,  并研究了其中硒的形

态、含量及分布, 以期为阐释硒在木本植物体内

代谢途径以及为有机硒的开发利用提供理论依

据。

材料与方法

1  试验材料

试验于2010~2011年在河南农业大学园艺实

验站进行, 以苹果‘红富士’ (Malus domestica Borkh. 
cv. ‘Red Fuji’) (砧木为山定子)为试材树, 树龄6年
生, 树势中庸, 结果正常, 管理水平一般。试验于5
月、6月、7月中旬分别喷施浓度为25、50、
100、150、200 mg·L-1 5个浓度的亚硒酸钠溶液, 
以叶面均匀布满雾状水滴为宜。8月中旬于树冠

外围的东、南、西、北4个方位中部取新梢中部

功能叶用冰壶带回实验室, 自来水冲洗处理后, 滤
纸吸干水分, 液氮研磨呈糊状, -70 ℃保存备用。

试验以未施硒(喷水)的苹果树为对照, 采样树均为

3次重复。以处理树和对照树的数据进行对比分

析(t测验)。
2  试验方法

2.1  总可溶性蛋白硒的提取

准确称取待试苹果叶片粉末15.0 g于三角瓶

中, 加入50 mL丙酮, 振荡脱脂3 h, 8 000 r·min-1
冷

冻离心30 min后弃上清, 沉淀重复脱脂2次, 挥干丙

酮。沉淀中加入pH 8.5 KH2PO4-Na2HPO4缓冲液50 
mL, 振荡提取3 h, 8 000 r·min-1

冷冻离心30 min后
取上清液。在残渣中加入30 mL缓冲液重复提取2
次, 合并3次所得提取液。上清液加(NH)2SO4至饱

和, 4 ℃静置过夜。离心, 弃上清, 取沉淀透析至用

BaC12检测透析水中SO4
2-
呈阴性为止。将蛋白质

转出并定容至50 mL。在残渣中加入pH为6.0的
KH2PO4-Na2HPO4搅拌提取, 步骤同上。

2.2  水溶性蛋白硒的提取

准确称取待试苹果叶片粉末15.0 g, 加入50 mL
丙酮, 振荡脱脂3 h, 8 000 r·min-1

冷冻离心30 min后
弃上清, 沉淀重复脱脂2次, 挥干丙酮。沉淀加双

蒸水50 mL, 搅拌提取3 h, 8 000 r·min-1
冷冻离心30 

min后取上清液。在残渣中加入30 mL水重复提取

2次, 合并3次所得提取液, 加(NH)2SO4至饱和, 4 ℃
静置过夜。离心, 弃上清, 取沉淀透析至用BaC12

检测透析水中SO4
2-
呈阴性为止。将蛋白质转出并

定容至50 mL。
2.3  盐溶性蛋白硒的提取

在提取水溶性蛋白后的残渣中加0.5 mol·L-1 
NaCl溶液50 mL, 搅拌提取; 其余步骤参照上节步

骤(2.2节); 蛋白质溶液定容于50 mL。
2.4  醇溶性蛋白硒的提取

在提取盐溶性蛋白后的残渣中加入70%乙醇
50 mL, 搅拌提取; 其余步骤参照2.2节; 蛋白质溶液
定容于50 mL。
2.5  碱溶性蛋白硒的提取

在提取醇溶性蛋白后的残渣中加0.1 mol·L-1 
NaOH溶液50 mL, 搅拌提取; 其余步骤参照2.2节; 
蛋白质溶液定容于50 mL。
2.6  多糖硒的提取

准确称取待试苹果叶片15.0 g, 加入50 mL丙酮, 
振荡脱脂3 h, 8 000 r·min-1

冷冻离心30 min后弃上

清, 沉淀重复脱脂2次, 挥干丙酮。沉淀加入双蒸

水50 mL, 80 ℃水浴提取2 h, 8 000 r·min-1
冷冻离心

30 min后取上清, 重复提取2次, 合并上清液。上清

液加入等体积氯仿-异戊醇(24:1)剧烈振荡脱蛋白, 
静置, 取水相。加入4倍体积95%乙醇, 4 ℃静置过

夜。次日8 000 r·min-1
离心25 min弃上清。沉淀用

85%乙醇洗涤3次, 双蒸水溶解定容到100 mL。
2.7  核酸硒的提取

准确称取待试苹果叶片粉末3.0 g, 加入2 mol·L-1 
NaCl溶液, 65 ℃水浴30 min, 8 000 r·min-1

冷冻离心

30 min, 取上清。重复提取1次, 合并上清。加入等

体积氯仿-异戊醇(24:1)剧烈振荡脱蛋白, 静置, 取
水相。用6 mol·L-1 HCl调pH至2.5。4 ℃静置过

夜。次日8 000 r·min-1
离心25 min弃上清。沉淀用
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95%乙醇淋洗3次, 用水溶解定容至25 mL。
2.8  无机硒的提取

准确称取待试苹果叶片粉末1.0 g, 研磨至糊状, 
加水30 mL, 95 ℃水浴加热近沸, 保持10 min, 冷却

定容至50 mL, 过滤。滤液加入等体积环己烷摇晃

萃取, 静置, 取水相待测。

2.9  样品硒含量测定

取适量待测样品, 置于消化管中, 加5 mL消化

液(硝酸 :高氯酸=4:1),  加盖浸泡过夜。次日于

60~80 ℃加热消化2 h至棕色烟雾冒尽, 升温至140 
℃继续加热消化至溶液体积约为1 mL。冷却后加

入5 mL 6 mol·L-1
的盐酸溶液, 于70~140 ℃加热至

溶液清亮透明。冷却后定容至50 mL, 过滤。原子

荧光分光光度法测定硒含量。

2.10  其他物质含量测定

蛋白质含量用考马斯亮蓝G-250法测定; 可溶

性糖用硫酸-蒽酮法测定。

实验结果

1  硒在苹果叶片中的赋存形式

为研究叶面施硒后对苹果叶片中硒含量及硒

赋存形式的影响, 分别测定了对照组和处理组叶

片的总硒含量和无机硒含量, 有机硒含量=总硒含

量-无机硒含量。由图1可见, 对照组苹果叶片中

的总硒含量为0.2930 mg·kg-1 (FW), 其中无机硒为

0.0863 mg·kg-1 (FW), 计算出有机硒含量为0.2067 
mg·kg-1 (FW)。有机化程度为70.55%。叶面喷硒以

100 mg·L-1
的处理效果最佳, 此处理下苹果叶片中

的总硒含量为2.7283 mg·kg-1 (FW), 其中无机硒为

0.3899 mg·kg-1 (FW), 有机硒含量为2.3384 mg·kg-1 

(FW), 有机化程度达85.71%。150和200 mg·L-1
的

处理中, 虽然总硒含量仍然略有上升, 但有机硒比

率开始呈下降趋势。200 mg·L-1
处理的叶片出现药

斑, 显现过量毒害作用。各个处理与其对照间硒

含量差异均达极显著水平, 说明苹果树对硒有较

好的富集作用, 且富集后硒的有机化程度提高。

2  苹果叶片中有机硒形态分布

苹果叶片中有机硒的形态分布结果(图2)显
示, 硒主要与蛋白质和多糖相结合, 最优处理组

(100 mg·L-1)中, 蛋白硒、多糖硒和核酸硒结合的

硒含量分别为1.8104、0.4317和0.0127 mg·kg-1 (FW)。
在对照组与处理组中, 有机态硒的含量分布均较

为一致。蛋白质结合态硒为有机硒存在的主要形

式, 平均占有机硒77.09%, 其次为多糖, 平均结合

了18.31%的有机硒。核酸也能与硒共价结合, 但
含量很少, 只占有机硒的0.53%。其他的硒可能与

别的组分相结合, 如一些有机含硒生物小分子、

挥发态硒等, 平均占有机硒的4.07%, 各处理组与

对照组之间差异均不显著。

图1  不同硒处理对苹果叶片中硒含量及形态的影响

Fig.1  Effects of different Se treatment on selenium contents 
and forms in apple leaves

各个富硒处理组与其对照组之间的显著性检验, **代表1%差

异显著水平。

3  最优富硒处理组叶片蛋白质组分中硒的分布

试验选取最优富硒处理组(100 mg·L-1)叶片为

试材, 利用蛋白质在不同溶剂中的溶解性将总可

溶性蛋白质分为水溶性蛋白、盐溶性蛋白、醇溶

性蛋白和碱溶性蛋白这4组, 进一步测定了硒在总

蛋白质组分中的分布情况。测定显示, 这4种蛋白

组分中的含硒量分别为0.1439、0.8376、0.1003和
0.7286 mg·kg-1 (FW), 分布情况见图3。如图3所示, 
在蛋白硒中, 绝大部分硒共价结合于盐溶性蛋白

和碱溶性蛋白, 分别占蛋白硒的46.27%和39.37%。

水溶性和醇溶性蛋白结合的硒分别占7.95%和

5.54%。另外0.88%的硒可能是其他溶解性的蛋白, 

图2  苹果叶片有机硒各组分中硒的分布情况

Fig.2  Distribution of selenium in organic selenium  
components

各处理浓度单位为mg·L-1
。
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如酸溶性蛋白, 或者是由于提取过程中的损耗和

提取不完全造成的。

4  最优富硒处理组主要含硒大分子物质含量与其

含硒量对比

富硒叶片中提取出的主要有机组分分别测定

蛋白质含量和多糖含量。对比其物质含量及含硒

量, 结果见图4、5。15 g苹果叶片中提取出的总蛋

白含量为3.68 mg·g-1 (FW), 占有机物含量的27.73%, 
含硒量占有机硒的77.42%。而多糖含量虽然多达

6.05 mg·g-1 (FW), 占有机物含量将近一半, 但含硒

量却只占有机硒的18.46%。这说明在苹果叶片内

硒主要与蛋白质结合, 蛋白硒是硒的主要赋存形

式。

图4、5还显示, 在蛋白硒的各组分里, 碱溶性

蛋白占主要部分, 含量为2.62 mg·g-1 (FW), 占总蛋白

含量的71.2%, 含硒量占有机硒的比例为30.48%。

值得注意的是, 盐溶性蛋白的含量为0.09 mg·g-1 

(FW), 只占有机物含量很小的比例, 但其含硒量却

高达35.82%, 甚至超过了碱溶性蛋白。这个结果

提示我们, 每分子盐溶性蛋白结合的硒最多或者

其中含硒蛋白所占比例最高, 在这部分蛋白里最

容易进一步纯化分离出高纯度, 甚至单一的含硒

蛋白。

讨　　论

硒对机体的抗氧化作用引人注目, 这与含硒

生物大分子的活性息息相关。按其性质可分为含

硒抗氧化酶、非酶含硒蛋白、硒多糖和其他含硒

化合物。近年来, 很多人研究了有机硒在生物体

内的赋存形式和分布规律, 在果树多个树种上的

试验主要集中于树体对硒的吸收规律及果实富集

硒的能力方面, 有关硒在木本植物中的赋存形式

研究还未见有报道。

目前, 由已报道的研究结果可知, 在富硒绿茶

(Du等2007)、玉米(张弛等2007a)、谷类(Stadlober
等2001)和油菜(张弛等2004)等作物中, 蛋白硒是

有机硒的主要赋存形式; 在蛹虫草子实体中, 有机

硒主要与蛋白质、多糖、核酸等生物大分子结合

(钟鸣和王丽贺2008); 黑木耳(武芸2008)、南瓜(刘
信平等2006)、荸荠(张弛等2007b)和萝卜叶(张弛

等2008)中的含硒组分主要有蛋白硒和多糖硒; 但
在魔芋中, 多糖硒为硒的主要赋存形式。本试验

的结果表明, 苹果叶片能较好的吸收富集微量元

素硒。无机硒被吸收以后主要转化为有机形态, 
有机化程度在叶片中最高为85.71%。在对照组和

处理组的叶片中, 有机硒均主要以蛋白质结合态

存在, 平均占有机态硒的77.09%。这说明硒元素

在苹果树体中的吸收和有机化存在稳定的途径, 
它不随外界施硒浓度的变化而变化。蛋白质、多

糖和核酸都能结合一定量的硒, 3种有机物在最优

处理组(100 mg·L-1)中结合硒的量分别占有机硒含

图3  100 mg·L-1 Se处理苹果叶片内蛋白质组分中硒的分布情况

Fig.3  Selenium distribution in protein components in  
apple leaves of treatment of 100 mg·L-1 Se

图4  100 mg·L-1
富硒组主要有机物物质含量与其含硒量对比

Fig.4  Contrast between mattter content and selenium  
content of main organics in Se-riched group of 100 mg·L-1

图5  100 mg·L-1
富硒组有机物各组分物质含量及硒含量分布

Fig.5  Distribution of matter content and selenium content in 
organics of Se-riched group of 100 mg·L-1
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量的77.42%、18.46%和0.54%。在蛋白质组分中, 
又以盐溶性蛋白质结合硒的量最多, 占蛋白结合

态硒含量的46.27%。因此可以说, 蛋白硒是硒在

苹果叶片内的主要结合形态。

在对蛋白硒的深入研究中又发现, 黑木耳、萝

卜叶和玉米的蛋白质的组分中, 水溶性蛋白质结

合硒量最多; 富硒绿茶和南瓜中, 硒主要与碱溶性

蛋白质结合; 黑木耳中以70%~80%硫酸铵饱和度

盐析的蛋白中硒含量最高; 但在蛹虫草和油菜中, 
又以盐溶性蛋白质结合硒量最多。Ferri等(2007)
在马铃薯中的试验结果表明, 马铃薯蛋白质中的

有机硒含量与硒处理浓度并无相关性。由此可见, 
不同植物对硒的吸收和积累特性也不同。

基于硫和硒在化学和物理性质上的相似性, 
人们认为硒是沿着硫的代谢途径进入生物体内(马
友华等2001), 即Se6+

的代谢按照与SO4
2-
相同的途

径进行, 形成硒的半胱氨酸和氨基酸类似物, 硒代

半胱氨酸再通过各种代谢途径形成其他含硒有机

化合物。但笔者认为在木本植物中硒的吸收代谢

途径更为复杂, 需要进一步深入探讨。本试验的

结果表明, 水溶性蛋白、盐溶性蛋白、醇溶性蛋

白和碱溶性蛋白均结合了一部分硒, 硒含量高低

情况为: 盐溶性蛋白>碱溶性蛋白>水溶性蛋白>醇
溶性蛋白。在对比了主要有机物组分的物质含量

及其硒含量之后发现, 盐溶性蛋白虽然含量很少, 
只占有机物的0.68%, 却结合了35.82%的有机硒。

这说明盐溶性蛋白里的相对硒含量最高, 每分子

蛋白结合的硒原子最多。这为含硒蛋白质的进一

步分离纯化和表征, 甚至得到单一蛋白, 并研究其

生化特性奠定了基础, 从而为探讨硒的代谢机理、

生物活性及毒理分析提供了一定的理论依据。

我们最新的研究(刘群龙等2011)显示: 梨树施

硒具有明显的抗逆作用。但果树的收获器官是果

实, 其中硒的赋存形式关系到其营养价值的高低

和可利用程度。因此, 同时开展对苹果叶片和果

实中硒的含量及形态研究, 对阐明硒的营养学机

理更有意义。但是基于大多数果实材料物质构成

的限制 ,  其中有机物的进一步分离纯化难度较

大。虽然我们已有一些工作基础(吴国良2004), 但
尚没有系统地对硒在叶片中的吸收量以及转运至

果实中的影响因素(诸如许多内在因素及环境条

件, 如苹果的品种类型、硒喷洒时期、强度及气

候条件等)进行综合研究, 相关问题正是本研究正

在进行的后续工作。
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